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Questa tesi di dottorato è dedicata a mio padre Alessandro, scomparso meno di un’anno fa.  
In un mondo in cui è sempre più difficile credere nella fratellanza e nella genuinità dei 
rapporti fra le persone, lui è stato capace di svolgere il lavoro più antico e difficile: essere 
una persona onesta. 
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“......fu colto dal vento, abbattuto al suolo, sollevato a dieci chilometri. Fu respirato da un 
falco, discese nei suoi polmoni precipitosi, ma non penetrò nel suo sangue ricco, e fu 
espulso. Si sciolse per tre volte nell’acqua del mare, una volta nell’acqua di un torrente in 
cascata, e ancora fu espulso. Viaggiò col vento per otto anni, ora alto, ora basso, sul mare 
e fra le nubi, sopra foreste, deserti e smisurate distese di ghiaccio; poi incappò nella 
cattura e nell’avventura organica....” 
Primo Levi, Il Carbonio, da “Il Sistema Periodico”, Torino: Einaudi, 1975 
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L’obiettivo principale di questa tesi di dottorato è la sintesi e caratterizzazione di nuovi 
derivati biocompatibili di nanotubi di carbonio ottenuti mediante coniugazione covalente 
con acido Ialuronico (HA).  
L’HA grazie alle sue particolari proprietà chimico-fisiche (idrofilicità e viscosità) e 
all’elevata biocompatibilità è largamente utilizzato per la modifica delle superfici di 
materiali da impiegare in campo biomedico (protesi, impianti etc etc). Recentemente, la 
comprensione del ruolo chiave svolto da HA in molti processi biologici a livello cellulare, 
ha stimolato lo studio di nuove possibili applicazioni di questo polisaccaride, in modo da 
sfruttare anche la sua bioattività specifica.1 Le catene di HA sono riconosciute da parte di 
CD44,2 recettore di membrana sovraespresso in molteplici linee cellulari tumorali, e 
possono essere impiegate per l’indirizzamento specifico dei coniugati macromolecolari che 
le contengono. Grazie alle loro caratteristiche strutturali, i nanotubi di carbonio (CNTs) 
sono oggetto di studio per la loro applicazione quali trasportatori molecolari in campo 
biomedico;3 inoltre, viste le loro proprietà ottiche, sono stati efficacemente impiegati come 
agenti ipertermici, per l’uccisione selettiva di cellule tumorali.4 Di conseguenza, la 
coniugazione tra derivati di HA e CNTs dovrebbe generare sistemi macromolecolari tali 
da:  
1. possedere solubilità e dimensioni molecolari sufficenti per sfruttare l’elevata 
permeabilità dei distretti capillari contigui al tessuto tumorale, in modo da ottenere 
un primo livello di indirizzamento dei coniugati nei comparti tumorali. 
2. Essere riconosciuti da parte di CD44, per esplicare l’effetto ipertermico 
selettivamente sulle cellule cancerose che sovraesprimono tale recettore. 
3. Possedere multivalenza, ovvero capacità di portare sulla loro struttura più molecole 
dello stesso tipo (le catene di HA), oppure più tipi di molecole (farmaci), per evitare 
la loro dispersione in sedi secondarie a quella del trattamento. 
La produzione di tale tipologi di coniugati prevede l’ottimizzazione delle condizioni di 
reazione necessarie a produrre: 
1. oligomeri di HA o oligomeri C6-ammino derivati di HA, prodotti utilizzando una 
tecnologia proprietaria di Eurand, quali agenti indirizzanti, solubilizanti ed 
ulteriormente funzionalizabili. 
2. nanotubi ossidati a parte singola (ox-SWNT) quali trasportatori multivalenti, 
portanti gruppi carbossilici per formare esteri o ammidi dei derivati di HA.  
Le modalità di caratterizzazione dei derivati di HA sono principalmente cromatografiche, 
per determinare le distribuzioni di pesi molecolari, e di spettroscopia NMR, per valutare i 
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cambiamenti strutturali conseguenti alle derivatizzazioni. D’altraparte solo in pochi casi le 
comuni tecniche di caratterizzazione dei CNTs (analisi termogravimetriche, spettroscopia 
all’infrarosso, caratterizzazioni con microscopie a scansione di sonda) danno informazioni 
esaurienti riguardo l’avvenuta funzionalizzazione covalente dei CNTs. Per questo motivo, 
una parte importante dell’attività di ricerca riguarda la sintesi e la caratterizzazione, 
mediante spettroscopia NMR basata sulla diffusione, di derivati dei ox-SWNTs con 
molecole modello, quali piccole amine organiche e derivati del polietilenglicole. al fine di 
ottimizzare i parametri analitici necessari a caratterizzare i coniugati ox-SWNTs-HA in 
soluzione. In termini generali, con questa tesi di dottorato si propone l’impiego combinato 
di tecniche di spettroscopia NMR, di analisi termogravimetriche e di microscopia 
elettronica per la caratterizzazione completa di coniugati solubili di CNTs; in questo modo 
si può limitare l’impiego di un numero elevato di caratterizzazion indirette, proprie delle 
analisi dei CNTs, e ottenere in modo rapido e riproducibile informazioni strutturali.  
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1.1 IL CARBONIO E LE SUE FORME ALLOTROPICHE 
Il carbonio è il XII elemento chimico della tavola periodica degli elementi; la sua 
configurazione elettronica di base (1s22s22p2) gli consente di formare tre diversi tipi di 
legame poichè, sulla base della teoria degli orbitali atomici LCAO (Linear Combination of 
Atomic Orbitals) il carbonio presenta tre forme di ibridizzazione: sp3, sp2 ed sp. Mediante 
queste ibridizzazioni, un atomo di carbonio puo coordinare rispettivamente 4, 3 e 2 atomi, 
con angoli di legame di 109.5°, 120° e 180° realizzando pertanto strutture geometriche 
differenti (rispettivamente tetraedriche, planari e lineari.  
 
 
 
 
 
 
Tabella 1.1 Caratteristiche dell’atomo di carbonio. 
A pressione ambiente il carbonio prende la forma della grafite, nella quale ogni atomo è 
legato ad altri tre in un piano composto di anelli esagonali fusi assieme. A causa della 
delocalizzazione della nuvola di elettroni π, la grafite conduce l’elettricità; inoltre il 
materiale è soffice e i fogli, frequentemente separati da altri atomi, sono tenuti assieme 
dalla sola forza di Van der Waals, e scivolano facilmente l’uno sull’altro. A pressioni molto 
alte il carbonio forma un’allotropo chiamato diamante, nel quale ogni atomo è legato ad 
altri quattro, formando un reticolo tridimensionale che, grazie all’elevata stabilità dei 
legami C-C (347 KJ·mol-1), forma uno tra i materiali più duri (10/10 nella scala Mohs della 
durezza mineraria). 
 
 
 
 
Figura 1.2 Struttura cristallina del diamante e della grafite.  
 
Numero atomico 6 
Massa atomica 12.011 g.mol -1 
Elettronegativita' secondo Pauling 2.5 
Densita' 2.2 g.cm-3 at 20°C 
Punto di fusione 3652 °C 
Punto di ebollizione 4827 °C 
Raggio di Vanderwaals 0.091 nm 
Raggio ionico 0.26 nm (-4) ; 0.015 nm (+4) 
Isotopi 3 
Guscio elettronico [ He ] 2s22p2 
Energia di prima ionizzazione 1086.1 kJ.mol -1 
Energia di seconda ionizzazione 2351.9 kJ.mol -1 
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La predizione dell’esistenza di strutture carboniose diverse dalle classiche forme 
allotropiche del carbonio cominciò negli anni sessanta.5 Jones infatti teorizzò la possibilità 
di ottenere molecole con struttura a “gabbia vuota” partendo da materiali a struttura 
laminare, come la grafite.6 Qualche anno dopo, Osawa propose la struttura a “pallone da 
calcio” (60 atomi disposti ai vertici degli anelli esagonali e pentagonali che costituiscono 
l’icosaedro tronco) come potenziale struttura tridimensionale7 di una nuova forma 
allotropica del carbonio, i fullereni.  
I fullereni furono osservati sperimentalmente per la prima volta nel 1985 da Curl, Kroto, 
Smalley e collaboratori durante esperimenti volti a capire il meccanismo di formazione di 
strutture carboniose nello spazio interstellare.8 Dagli spettri di massa, essi osservarono la 
presenza di cluster carboniosi con masse molecolari di 720 e 840 g·mol-1. Per spiegare la 
presenza di picchi aventi rapporto massa-carica pari a 720, tali scienziati ipotizzarono una 
struttura dotata di simmetria sferica Ih, composta da sessanta atomi di carbonio a 
ibridizzazione sp2. La molecola fu cosi denominata “Buckminsterfullerene” in onore 
dell’architetto americano Richard Buckminster Fuller che per primo introdusse le strutture 
geodetiche nell’architettura urbanistica.9 Esperimenti di spettrometria di massa10 e studi 
teorici11 condotti tra il 1985 ed il 1990 portarono ulteriori evidenze della possibilità della 
struttura a “gabbia vuota”. Tuttavia, a causa delle limitate quantità di materiale disponibili, 
i fullereni furono considerati per un certo periodo come una pura curiosità scientifica, sino 
a quando non fu sviluppato il metodo Kratschmer and Huffman per la produzione su 
grande scala di fuliggine, dalla quale si potevano estrarre i fullereni in significative 
quantità.12 Questo metodo permise di comprovare sperimentalmente la definitiva struttura a 
“gabbia” di C60 e C70 a seguito del loro isolamento dall’estratto di carbone nero (mediante 
C6H6), la purificazione mediante colonna cromatografica e la caratterizzazione 
comprensiva (X-ray, UV, IR e 13C), delle frazioni isolate.13   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3 Struttura a gabbia del C60 e C70 ; le lettere a,b,c,d,e indicano gli atomi di carbonio non 
equivalenti del C70. 
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La scoperta della presenza in natura dei fullereni fu di tale importanza, che portò 
all’assegnazione del premio Nobel per la chimica a Curl, Kroto e Smalley nel 1996.14-16 Il 
rinvenimento di queste nuove forme allotropiche del carbonio, stimolò e spinse molto la 
fantasia e la curiosità dei ricercatori verso la scoperta di altre strutture carboniose. In questa 
continua ricerca, la scoperta dei nanotubi è invece da assegnare a S. Iijima nel 1991, il 
quale osservò tramite microscopia elettronica il deposito ottenuto all'elettrodo negativo 
durante il processo di produzione dei fullereni. Durante queste osservazioni egli notò la 
presenza di nanostrutture carboniose tubolari costituite da piani di grafite avvolti su se 
stessi a formare dei cilindri coassiali perfettamente chiusi, dando inizio all’era dei nanotubi 
di carbonio.17 
 1.2 CARATTERISTICHE STRUTTURALI DEI NANOTUBI DI CARBONIO 
I nanotubi di carbonio sono stati classificati in due famiglie strutturali: a parete singola o 
“Single-Walled Nanotubes” (SWNTs), scoperti nel 199318, e quelli a parete multipla o 
“Multi-Walled Nanotubes” (MWNTs), i quali furono i primi osservati da Iijima.17 In 
particolare, se il numero di pareti è uguale a due, si parla più specificatamente di nanotubi a 
parete doppia o “Double-Walled Nanotubes” (DWNTs). 
 1.2.1 Nanotubi di carbonio a parete singola (SWNTs). 
Il SWNTs possono essere immaginati come derivanti dal processo di arrotolamento su se 
stesso di un piano di grafite, chiuso alle estremità da calotte emisferiche di tipo fullerenico; 
la parte centrale del tubo è formata da atomi di carbonio a ibridizzazione sp2 strutturati ad 
anelli esagonali, mentre le estremità sono formate da una particolare distribuzione di anelli 
pentagonali ed esagonali che, impartendo la giusta curvatura, permettono la chiusura del 
cilindro grafitico (figura 1.3).18  
 
Figura 1.3 Struttura generica di un nanotubo di carbonio a parete singola. 
 
I SWNTs hanno diametri compresi tra 0.7 e 10 nm (in genere inferiore di 2 nm) e 
lunghezze variabili da pochi nm ad alcuni µm. Di conseguenza, i SWNTs presentano 
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un’elevato rapporto lunghezza/diametro (circa 104) e per questo motivo possono essere 
considerati delle strutture “quasi” monodimensionali. Infine, i SWNTs possono differire tra 
loro per la disposizione degli anelli aromatici (reticolo di carbonio) rispetto al loro asse 
centrale.  
I parametri strutturali che descrivono le disposizioni di tale reticolo sono il vettore 
chirale e l'ellitticità (o angolo di arrotolamento), dai cui valori è possibile predire proprietà 
chimico-fisiche quali la conducibilità elettrica e l’assorbimento di radiazioni 
elettromagnetiche. Questi parametri sono calcolabili considerando le diverse possibilità di 
arrotolamento su se stesso di un piano grafenico (figura 1.4). Il vettore chirale è espresso 
dai due versori a1 e a2 del piano bidimensionale e dai due numeri interi n, m (equazione 1). 
Di conseguenza, esso definisce l’angolo di arrotolamento θ di ciascun nanotubo (figura 
1.4).  
In base all'angolo di arrotolamento θ del piano di grafite rispetto all'asse centrale del tubo, 
sono stati identificati tre modelli configurazionali di nanotubi a carbonio: a “zig zag”, 
“armchair” e “chirali”. 
(1) Ch = na1 +ma2 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4 Piano di grafite, vettore chirale Ch e angolo θ. 
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Per ogni coppia di numeri interi n, m si ottengono valori di Ch e di angolo θ differenti, che 
descrivono tubi con configurazione e proprietà fisiche diverse. I casi limite possibili sono i 
seguenti: 
 1: SWNTs “armchair”: n = m ≠ 0 e θ = 30° 
 
2: SWNTs “zig zag”: n ≠ 0 m = 0 e θ = 0°  
 
3: SWNTs “chirali”: (n,m) per cui 0<θ<30°. 
 
I SWNTs presentano spesso dei difetti strutturali sulla parete, cioè delle imperfezioni nella 
regolare struttura esagonale a nido d’ape. Ad esempio, si possono trovare anelli pentagonali 
ed eptagonali nel corpo del tubo la cui combinazione con quelli esagonali modifica la 
forma del tubo stesso. Queste imperfezioni impartiscono una deformazione del cilindro 
inducendo formazioni concave e convesse a cui si associano variazioni di curvatura e di 
elicità. Una conferma deriva dal fatto che sono stati individuati nanotubi a gomito e 
nanotubi a Y (figura 1.5).19 
Figura 1.5 Nanotubi ad Y e a gomito. 
1.2.2 Nanotubi di carbonio a parete multipla 
I nanotubi di carbonio a parete multipla (figura 1.6) sono costituiti da più fogli di grafite 
(da due a fino 100) arrotolati su se stessi, con diametri crescenti e distanziati tra loro di 
circa 3.4-3.6 Å. Queste strutture multistrato presentano diametri che variano dai 2 ai 100 
nm e possono raggiungere lunghezze nell’ordine delle decine di µm. 
  - 18 -   
   
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6 Nanotubi di carbonio a parete multipla (a sinistra) e a parete doppia (a destra). 
 
1.3 METODI DI PRODUZIONE DEI NANOTUBI DI CARBONIO 
Dalla scoperta dei nanotubi in poi, sono stati messi a punto numerosi metodi per la loro 
produzione su scala industrale. Attualmente i nanotubi di carbonio vengono prodotti 
utilizzando tre tipi di processo, i quali generano campioni differenti per grado di purezza e 
caratteristiche strutturali (diametri e lunghezze) dei CNTs. Tali processi prevedono: 
 L’ablazione laser di grafite 
 La pirolisi di idrocarburi 
 La scarica ad arco tra due elettrodi di grafite 
1.3.1 Ablazione Laser di Grafite 
Nel 1995, il gruppo di Smalley, alla Rice University, riportò la sintesi di nanotubi di 
carbonio utilizzando l’apparato di vaporizzazione mediante laser20 riportato in figura 1.7. 
Una sorgente laser pulsata (100 kW/cm2) o continua (12 kW/cm2) viene impiegata per 
vaporizzare un bersaglio di grafite posizionato in un forno a 1200 °C, riempito con elio o 
argon gassosi alla pressione di 500 Torr.  
In queste condizioni si forma un vapore estremamente caldo che si espande e poi si 
raffredda rapidamente formando grossi cluster molecolari di carbonio. Le particelle del 
catalizzatore raffreddano più lentamente della grafite vaporizzata, attaccandosi ai cluster 
carboniosi in fase di espansione ne prevengono la chiusura a strutture “a scatola vuota”.21 I 
cluster si espandono quindi a strutture tubulari e quindi a CNTs, fino a quando le particelle 
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di catalizzatore raggiungono dimensioni tali per cui diventano o troppo larghe per 
permettere la crescita dei nanotubi, o troppo ricoperte da atomi carboniosi, cessando di 
agire da catalizzatori. I SWNTs prodotti con questa tecnica sono fortemente intrecciati fra 
di loro a formare bundles, tenuti assieme da interazioni di Van der Waals.21 Partendo da 
una miscela di grafite e Co, Ni, Fe o Y è possibile ottenere bundles di SWNTs con purezza 
>90% e stretta distribuzione dei valori dei diametri, per questo motivo questa tecnica è, al 
momento, una delle migliori per la produzione di SWNTs mentre il suo scalaggio 
industriale è in fase di studio. Utilizzando elettrodi di grafite pura la stessa tecnica permette 
di ottenere anche MWNTs.  
Figura 1.7 Dispositivo ad ablazione laser per la sintesi di nanotubi a parete singola 
1.3.2 Scarica ad Arco 
Questo metodo, sviluppato inizialmente per la sintesi dei fullereni ha permesso la scoperta  
dei nanotubi.22 Tra due elettrodi di grafite posti alla distanza di 1 mm in una camera di 
reazione contenente elio a 500 Torr, viene applicata una tensione di scarica di 20 V e una 
densità di corrente di 150 A, che genera a livello degli elettrodi una temperatura di 4000°C 
determinando la sublimazione del carbonio all'anodo. Tale vapore al catodo sottoforma di 
nanotubi di carbonio, di particelle di grafite, di fullereni e di carbonio amorfo (figura 1.8). 
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 Figura 1.8 Dispositivo ad arco elettrico per la sintesi di nanotubi. 
A causa dell'elevata percentuale di impurezze che si generano sul catodo durante il 
processo di formazione, questa modalità di produzione è stata ottimizzata per la produzione 
selettiva di SWNTs: ad esempio, l'impiego di un anodo costituito di grafite miscelata a 
catalizzatori metallici quali cobalto,23 nichel, palladio, platino24 genera un deposito al 
catodo ricco di SWNT.  
1.3.3 Pirolisi di idrocarburi 
Un’approccio comune per la sintesi di nanotubi si basa sulla pirolisi degli idrocarburi o 
Chemical Vapor Deposition (CVD).25, 26 
Si tratta di un processo continuo, applicabile su scala industriale, che si basa sulla 
decomposizione di idrocarburi in fase gassosa su particelle di metalli di transizione 
finemente dispersi che fungono da catalizzatori, ad una temperatura compresa fra 700 e 
1500 °C. La fonte di carbonio più adatta per questo processo è l’acetilene in miscela con 
cobaltocene o ferrocene.   
 I nanotubi cosi ottenuti si presentano come fasci verticali allineati sulle particelle 
metalliche. La teoria più accettata riguardo al meccanismo della crescita di SWNT prodotti 
mediante CVD prevede l’iniziale formazione di uno strato emisferico di carbonio sulla 
superficie delle particelle di catalizzatore, cui segue la diffusione attraverso il metallo 
stesso.26 Quando il carbonio raggiunge il lato opposto della particella di catalizzatore, tende 
ad allontanarsi generando le pareti del nanotubo (figura 1.9). 
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Se le condizioni operative non sono ottimali, la sfera metallica viene ricoperta di strati 
concentrici di carbonio che formano una struttura a “cipolla”;  
Figura 1.9 Meccanismo proposto per la crescita dei nanotubi. 
1.3.3.1 Disproporzione di monossido di carbonio (HiPCO) 
La tecnica HiPCO, messa a punto da R. E. Smalley,27 è un caso particolare di CVD, la 
quale permette di produrre SWNT in elevata quantità e con un ridotto contenuto di 
impurezze (principalmente carbonio amorfo). Brevemente, un flusso di CO ad una 
pressione compresa tra 1 e 10 atm, mescolato con quantità catalitiche di Fe(CO)5, viene 
fatto scorrere in un tubo di quarzo posto all’interno di una fornace e riscaldato tra gli 800 e 
i 1200 °C (figura 1.10). I prodotti della decomposizione termica di Fe(CO)5, che avviene a 
250 °C,28 reagiscono per formare cluster di Fe in fase gassosa, i quali favoriscono la 
nucleazione e quindi la crescita di SWNT. Il carbonio elementare, necessario per la 
formazione dei tubi, si genera mediante disproporzione di CO a 500 °C.29 
     
 
 
 
    
 
 
Figura 1.10 Dispositivo per la produzione di nanotubi HiPCO. 
Il materiale prodotto si deposita sulle pareti del tubo di quarzo all’esterno della fornace, 
mantenute a temperatura ambiente. La temperatura, la pressione e la velocità di 
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riscaldamento della miscela di reazione sono i parametri che determinano la qualità dei 
nanotubi prodotti. I migliori parametri ottimizzati fino ad ora (T=1200°C, P=10 atm, 
velocità di produzione =1.24 mg/h) permettono di ottenere rese del 44% in peso, elevate 
quantità di nanotubi di diametro medio di 0.7 nm, (che coincide con quello del C60), basse 
quantità di carbonio amorfo ed impurezze metalliche. Tale processo è anche conosciuto 
come metodo HiPCO (High Pressure CO). Tutti i campioni di SWNTs utilizzati durante il 
lavoro di tesi sono stati prodotti mediante questo processo. 
In conclusione, tutti i metodi di produzione dei nanotubi portano alla formazione di altre 
forme carboniose come sottoprodotti di reazione; queste impurezze sono principalmente il 
carbonio amorfo, la grafite e i fullereni. Inoltre, a causa della presenza di un catalizzatore 
per indirizzare la formazione dei nanotubi, nei campioni facilmente si trovano quantità 
variabili di nanoparticelle metalliche. I prodotti secondari alla produzione di CNTs 
differiscono tra loro per proprietà chimico-fisiche, ma in generale risultano chimicamente 
più reattivi dei CNTs: risulta quindi possibile la loro eliminazione dai campioni 
commerciali di CNTs, attraverso molteplici approcci chimici. Bisogna ricordare che tali 
impurezze, sopratutto quelle di origine metallica, determinno la tossicità dei campioni 
commerciali di CNTs.30-32 
 
1.4 PROPRIETA FISICHE DEI CNTs 
Le proprietà fisiche dei campioni dei CNTs sono strettamente legate alle caratteristiche 
strutturali dei singoli nanotubi (diametro, lunghezza e chiralità) che li costituiscono. I 
campioni di SWNTs si presentano come solidi neri con densità che varia, a seconda dei 
metodi di produzione, tra 1.2 e 2 g/cm3.   
Le proprietà meccaniche dei CNTs hanno attirato l’attenzione di molti studiosi, in quanto si 
presentano come il materiale più forte attualmente conosciuto (100-150 volte più forte 
dell’acciaio); il loro modulo di Young, il quale caratterizza la resistenza di un solido alla 
deformazione uni-assiale ed è quindi legato alle sue proprietà elastiche raggiunge gli 1.28 
TPa (calcolato indirettamente).33 I nanotubi risultano inoltre estremamente flessibili, poichè 
la loro struttura tubolare è in grado di sopportare forti angoli di piegatura e assorbire 
elevate energie elastiche ritornando poi allo stato orginale, senza riportare modificazioni 
permanenti. Data la loro estesa coniugazione elettronica, i CNTs posseggono elevatissima 
conduttività elettrica, sopratutto nel caso di SWNTs in configurazione armchair. Anche la 
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loro conduttività termica risulta estremamente elevata: può raggiungere i 200 W/m·K (a 
temperatura ambiente) per i SWNTs, ed arrivare sino ai 3’000 W/m·K per i MWNTs.  
A conseguenza della loro struttura elettronica e notevole stabilità strutturale, i CNTs 
possiedono elevata resistenza al calore: mentre i fullereni hanno temperature di accensione 
attorno i 420 °C, i CNTs decompongono attorno ai 700 °C.34 I nanotubi di carbonio 
presentano elevati valori di area superficiale (250-400 m2·g-1); ciò determina 
l’instaurazione di forti interazioni idrofobiche di Van der Waals (circa 500 eV µm1), le 
quali portano alla formazione di aggregati.35 Per questo motivo è comune trovare, durante 
le caratterizzazioni micoscopiche del materiale grezzo, aggregati di nanotubi fittamente 
allineati ed intrecciati in modo fibroso.36  
  
1.4.1 Proprietà ottiche dei SWNTs 
Lo studio condotto dal gruppo di Wildöer ha dimostrato che CNTs, per i quali la chiralità 
segue la formula n-m=3l (l= 0,1,2..n), hanno comportamento metallico e quindi si 
comportano come conduttori; il loro gap energetico HOMO-LUMO risulta quindi prossimo 
a 0 eV poichè solamente al livello di Fermi esiste un piccolo gap per questo tipo di 
nanotubi di carbonio.37 Tutti gli altri CNTs si comportano invece come semiconduttori e 
presentano valori di gap energetico compresi tra 0.7 e 0.4 eV, a seconda del loro diametro. 
Al livello di Fermi, che rappresenta il più alto livello energetico occupato, le densità degli 
stati (DOS) è finita per i nanotubi a carattere metallico, mentre è pari a zero per i nanotubi 
semiconduttori. La simmetria strutturale dei SWNTs dà origine a dei gap nei DOS, che si 
riflette nell’esistenza di un set di singolarità simmetriche rispetto al livello di Fermi (figura 
1.11). Tali singolarità, dette di Van Hoove, presentano livelli energetici che dipendono sia 
dal raggio che dall’indice chirale dei nanotubi. I valori delle energie dei primi dislivelli di 
banda nelle DOS permettono la loro identificazione attraverso spettroscopia di 
assorbimento ottico: tre set di bande ottiche risultano chiaramente visibili nello spettro 
ottico dei SWNTs, concomitanti alla larga banda di assorbimento corrispondente ai 
plasmoni π tipici dei sistemi coniugati. Le prime due bande a 0.68 e 1.2 eV originano dalle 
transizioni di bande nei nanotubi semiconduttori, mentre la terza a 1.7 eV origina dai 
nanotubi metallici.  
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Figura 1.11 Spettro di assorbimento ottico di SWNTs recante le principali bande di assorbimento 
(sinistra) e confronto tra le energie delle transizioni elettroniche in CNTs metallici e 
semiconduttori sintetizzati mediante le tecniche di produzione precedentemente riportate.  
 
In conclusione, la struttura tubolare dei CNTs,la resistenza meccanica e le proprietà di 
conduzione elettrica e di assorbimento ottico permettono l’impego di queso materiale quale 
base di partenza per la produzione dei dispositivi biomedici, quali sensori, substrati per la 
crescita cellulare e trasportatori molecolari che verrano riportati di seguito. La presenza 
delle impurezze e l’assenza di gruppi funzionali caratteristici nei campioni commericali di 
CNTs richiedono tuttavia la modificazione, attraverso derivatizzazioni chimiche, di questo 
materiale.  
 
1.5 DERIVATIZZAZIONE DEI CNT 
Lo studio sistematico della reattività chimica dei fullereni ha portato alla conoscenza della 
relazione tra curvatura degli angoli di legame e reattività delle specie carboniose.38, 39 
Poichè il diametro medio dei SWNTs è maggiore di quello dei derivati fullerenici, la 
reattività dei CNTs risulta minore. La ridotta reattività nei confronti di elettrofili e la 
scarsissima solubilità dei CNT in acqua, e nei più comuni solventi organici, ne impedisce 
l’utilizzo nelle applicazioni pratiche. Al fine di superare queste limitazioni negli ultimi anni 
sono state messe a punto diverse strategie per la funzionalizzazione e la solubilizzazione di 
queste strutture tubolari.39-41  
Allo stato attuale, sono stati studiati quattro approcci per la derivatizzazione dei CNTs: 40-42 
- funzionalizzazione covalente delle pareti 
- funzionalizzazione covalente dei difetti strutturali 
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- funzionalizzazione non covalente esoedrica 
- funzionalizzazione non covalente endoedrica 
 
1.5.1 Funzionalizzazione covalente delle pareti 
La struttura tubolare e aromatica dei CNTs permette l’impiego di molteplici approcci 
sintetici, al fine di ottenere solubilizzazione in solvente organico e inserimento di gruppi 
funzionali ulteriormente modificabili. In particolare, negli ultimi anni, sono stati impiegati 
approcci basati sulle reazioni proprie dei sistemi aromatici, quali addizioni di elettrofili e di 
specie radicaliche, cicloaddizioni dipolari, reazioni di diazotazione. Inoltre, è possibile 
modificare i difetti strutturali, presenti o indotti sulle superfici dei CNTs, per ottenere 
modificazioni covalenti.   
1.5.1.1 Alogenazione  
Tra le diverse reazioni di alogenazione, la strategia che ha ottenuto i risultati più 
interessanti è sicuramente la fluorurazione. La reazione di fluorurazione è stata condotta su 
CNTs sintetizzati mediante differenti tecniche di produzione. Ad esempio, su CNTs 
ottenuti tramite HiPco è stata osservata una forte riduzione delle lunghezze dei nanotubi.43 
Su CNTs prodotti mediante scarica ad arco e vaporizzazione laser, invece, l’addizione di 
fluoro è stata ampiamente studiata, utilizzando fluoro gassoso a temperature comprese tra 
25 e 600°C.44, 45. I migliori risultati in termini di fluorurazione si ottengono a temperature 
comprese tra 150 e 400 °C, poichè a temperature maggiori il reticolo grafitico comincia a 
decomporsi. I CNTs fluorurati si sono dimostrati composti versatili, dal momento che 
possono essere impiegati in reazioni di sostituzione nucleofila (schema 1.1). In questo 
modo è stato possibile introdurre catene alchiliche a seguito dell’ impiego di reattivi di 
Grignard46 o organolitio47 oppure con varie diammine.48 Tramite analisi di spettroscopia IR 
è stato possibile seguire l’avvenuta sostituzione degli atomi di fluoro, controllando lo 
stretching C-F a 1225 cm-1. Un’ulteriore applicazione della fluorurazione dei CNTs 
prevede la loro purificazione dalle specie carboniose presenti nei campioni commerciali: a 
seguito di sospensione in in isopropanolo dei CNTs fluorurati, in presenza di idrazina, è 
stato possibile ottenere campioni di CNTs privi di gruppi funzionali ma dall’aumentata 
purezza.44  
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Schema 1.1 Esempi di reazione su derivati fluorurati di CNTs. 
1.5.1.2 Cicloaddizioni 
La cicloaddizione [2+1] di carbeni a CNT è stata descritta per la prima volta da Haddon.49 
Il carbene viene generato in-situ utilizzando una miscela di cloroformio e idrossido di sodio 
oppure fenil-(bromodiclorometil)-mercurio (figura 1.12). 
 
 
 
Figura 1.12 Cicloaddizione di carbeni su CNTs  
L’addizione del diclorocarbene induce alcuni cambiamenti negli spettri XPS e al lontano 
infrarosso; l’analisi elementare evidenzia la presenza di cloro nei campioni mentre a livelli 
di funzionalizzazione pari al 16% (peso/peso) di CCl2, il 90% dell’intensità al lontano IR 
viene rimossa. Addizioni nucleofile di carbeni sono state descritte da Hirsch e 
collaboratori.40, 50 In questo caso si è ottenuta la formazione di addotti zwitterionici 1:1 sui 
CNTs al posto degli anelli anelli ciclopropanici attesi (schema 1.2-a), come evidenziato 
mediante analisi di spettroscopia di massa e NMR. 
Sfruttando la funzionalizzazione di CNTs con nitreni, lo stesso gruppo di Hirsch ha 
dimostrato l’avvenuta cicloaddizione [2+1] (schema 1.2), a seguito di caratterizzazione 
comprensiva tramite spettroscopie 1H-NMR, XPS, UV-Vis, IR, Raman e tramite 
microscopie TEM ed AFM.50  
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Schema 1.2 Reazioni di cicloaddizione di nitreni su SWNTs  
Una semplice metodica per ottenere derivati solubili di CNTs è stata messa a punto dal 
gruppo di ricerca di Prato: ilidi azometiniche, generate in-situ attraverso decomposizione 
termica dei corrispondenti α-aminoacidi, sono state attaccate alle superfici grafitiche dei 
CNTs attraverso cicloaddizione 1,3-dipolare, formando su di esse anelli pirrolidinici 
opportunamente sostituiti (figura 1.13).51, 52  
 
 
 
 
Figura 1.13 Procedura generale per la produzione di pirrolidino-CNTs attraverso cicloaddizione 
1,3 dipolare di ilidi azometiniche. 
Questo approccio sintetico ha permesso di ottenere una larga varietà di derivati 
funzionalizzati di CNTs. In particolare, i CNTs modificati con specie contenenti gruppi 
amminici sono stati utilizzati per l’immobilizzazione covalente di molecole con interesse 
biologico come aminoacidi, peptidi, acidi nucleici, oppure per la formazione di complessi 
basati su interazioni ioniche,53, 54 fornendo derivati impiegabili in campi della chimica 
farmaceutica quali produzione di vaccini e terapia genica.55 
 
 
 
 
Schema 1.3 funzionalizzazione di pirrolidino-CNTs con amminoacidi. 
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La funzionalizzazione di CNTs con ilidi azometiniche presenta un ulteriore vantaggio, 
infatti la derivatizzazione rende i CNTs solubili in solvente organico e consente la 
separazione dalle impurezze carboniose e metalliche non reattive nei confronti delle ilidi 
ma presenti nei CNTs commerciali. In particolare i derivati prodotti in questo modo CNTs 
hanno un contenuto di metalli inferiore allo 0.5%.56  
1.5.1.3 Reazioni di addizione radicalica 
In letteratura sono stati riportati molteplici esempi di reazioni di addizione radicalica alle 
superfici aromatiche dei CNTs. Ad esempio, l’addizione di radicali alchilici perfluorinati, 
partendo da C8F17I a seguito della scissione omolitica di C-I mediata da irradiazione, ha 
permesso di ottenere i derivati riportati in figura 1.14.50   
 
 
 
 
Figura 1.14 Addizione radicalica di polifluoro-alchilioduri su SWNTs. 
Una procedura piuttosto comune per la funzionalizzazione radicalica dei CNTs consiste 
nell’utilizzo di sali di diazonio i quali possono reagire in condizioni riducenti (reazione 
elettrochimica).57 La reazione può avvenire anche in assenza di solvente,58 e ha permesso di 
ottenere derivati solubili di CNTs ulteriormente modificabili, come quelli riportati in figura 
1.15. È stato dimostrato che questo tipo di reazioni avvengono maggiormente sui nanotubi 
più reattivi, quelli metallici; in questo modo è stato possibile effettuare separazione dei 
CNTs della loro conducibilità elettrica.59  
 
  
 
 
 
Figura 1.15 Esempi di derivati di CNTs funzionalizzati mediante reazione con sali di diazonio in 
condizioni riducenti.  
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1.5.2 Funzionalizzazione covalente dei difetti strutturali 
1.5.2.1 Formazione di amidi o esteri  
Come già detto, tutti i metodi di produzione dei CNTs generano impurezze, principalmente 
carbone amorfo e nanoparticelle di catalizzatore. Tra le tecniche impiegate per la 
purificazione del materiale grezzo, l’ossidazione con acidi minerali forti36 genera gruppi 
funzionali ossigenati in corrispondenza dei difetti strutturali dei CNTs. Diversi gruppi 
hanno studiato la natura chimica di queste funzionalità ossigenate attraverso spettroscopia 
IR, analisi termogravimetrica ed altre tecniche. Liu ha dimostrato che l’ossidazione con 
acidi minerali genera gruppi carbossilici, i quali sono stati derivatizzati come ammidi di 
tioalchilammine.36 Il materiale risultante, contente gruppi tiolici è stato adsorbito su 
superfici di oro e visualizzato mediante microscopia a scansione di forza atomica (AFM).  
La derivatizzazione di CNT ossidati (ox-CNTs) come esteri o ammidi è diventato un 
metodo comune solubili per solubilizzare i CNT in solvente organico ed in acqua. Le 
principali modalità di attivazione dei gruppi carbossilici degli ox-CNTs prevedono 
l’utilizzo di cloruro di tionile o di carbodiimmidi, in modo da ottenere rispettivamente gli 
acil-cloruri e le O-acil-isouree corrispondenti,39, 42 gruppi molto reattivi nei confronti di 
amine ed alcoli (schema 1.4). 
 
 
  
 
 
 
Schema 1.4 Attivazione dei gruppi carbossilici dei CNTs. 
Ad esempio, il gruppo di Haddon ha descritto i primi derivati di ox-CNTs solubili in 
solvente organico ottenuti attivando prima i gruppi carbossilici con cloruro di tionile quindi 
facendo reagire gli intermedi con alchil ammine alifatiche a catena lunga (C18 figura 1.16-
a).60 Seguendo la stessa modalità di attivazione, Sun ha descritto la funzionalizzazione di 
ox-CNTs con dendrimeri lipofilici ed idrofilici (figura 1.16-c).61, 62 I materiali risultanti 
sono stati caratterizzati attraverso spettroscopia NMR e microscopia elettronica. 
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L’avvenuta formazione di esteri tra gli ox-CNT e i dendrimeri è stata verificata 
sottoponendo i coniugati a idrolisi acida e/o basica: al termine dell’idrolisi sono stati 
recuperati ox-CNTs con le medesime caratteristiche di insolubilità del materiale di 
partenza. 
Utilizzando alcol deuterati per le reazioni di esterificazione, lo stesso gruppo ha dimostrato 
l’inserimento di atomi di deuterio sui ox-CNTs.62 Gu e collaboratori hanno dimostrato che 
la reazione tra ox-CNTs e taurina (acido 2-aminoetansulfonico) genera materiale solubile in 
acqua.63. La reazione tra monosaccaridi (galattosio, mannosio ed N-acetilglucosammina, 
rispettivamente figura 1.16-d, e ed f) e ox-CNTs attivati come acil-cloruri o con 
carbodiimmidi, a dare materiali solubili in acqua, è stata descritta da diversi gruppi tra cui 
Kimizuka,64 Sun65 e Pompeo66.  
 
 
 
 
 
Figura 1.16 Esempi di molecole impiegate per la solubilizzazione dei CNTs  
Tramite analoghe reazioni di coupling varie sonde fluorescenti, quali porfirine e 
ftalocianine, sono state attaccate alle estemità degli ox-CNTs, in modo da condurre studi 
fotofisici (assorbimenti UV-vis e di fluorescenza) sui derivati.67  
La forma (tubolare o toroidale) e le dimensioni (maggiori o minori al µm) sono elementi 
importanti per le proprietà dei derivati di CNTs; ad esempio, il cambiamento di forma dei 
CNTs, da tubolare a toroidale, ha interessanti implicazioni in elettronica.68 Shinkai e 
collaboratori sono riusciti a produrre anelli perfetti (toroidi) grazie alla condensazione dei 
gruppi carbossilici e delle altre funzionalità ossigenate, presenti alle estremità degli ox-
SWNTs.69  
Infine, i gruppi carbossilici di ox-CNTs sono sottoposti a reazioni di alchilazione: a seguito 
della conversione nei corrispondenti sali, per trattamento con base, gli ox-SWNTs sono 
stati fatti reagire con alchil-ioduri, in presenza di un catalizzatore a trasferimento di fase.. 
La solubilità degli ox-SWNTs alchilati, nell’ordine del mg·-1, varia in funzione della 
lunghezza delle catene alchiliche impiegate nelle reazioni.70 
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1.5.2.1 Formazione di amidi/esteri con polimeri bio-compatibili 
Tra i molteplici polimeri che sono stati impiegati per solubilizzare gli ox-CNTs in soluzioni 
acquose, i derivati del polietilenglicole (PEG) rappresentano i composti maggiormente 
utilizzati (figura 1.17). In particolare sono stati impiegati PEG con peso molecolare pari a 
600 g·mol-1, con sintesi capaci di produrre coniugati sulla scala del grammo di prodotto.71 
Per quanto riguarda i derivati amminici del PEG come, O,O’-bis(3-aminopropil)-PEG 
(peso molecolare = 1'500 g·mol-1), bisamino-PEG (peso molecolare = 2’000 g·mol-1) e α-
amino-γ-metossi-PEG (peso molecolare = 2’000 o 5'000 g·mol-1) in letteratura sono 
descritti numerosi esempi di derivati ammidici con gli ox-SWNTs. In particolare, O,O’-
bis(3-aminopropil)-PEG è stato utilizzato per valutare l’efficienza, in termini di resa e 
condizioni di reazione, fra tre diversi protocolli sintetici (attivazione con acil-cloruri, 
reazione mediata da carbodiimmidi, riscaldamento in assenza di attivanti).72 I dati ottenuti 
indicano che le rese maggiori, in termini di funzionalizzazione, si ottengono attivando i 
carbossilati come acil-cloruri, ed effettuando la successiva reazione di coupling con 
l’amina a temperature elevate (oltre 100 °C) per 4 giorni. Gli altri tipi di amino-PEG sono 
risultati fondamentali per ottenere elevata solubilizzazione degli ox-SWNTs; i coniugati 
ottenuti sono stati analizzati in soluzione in modo da studiare alcune loro proprietà fisiche73 
come assorbimento ottico74 e comportamento magnetico.75 Tali coniugati sono stati 
estensivamente utilizzati per valutare le proprietà biologiche dei CNTs.32, 73, 76  
 
 
 
 
 
Figura 1.17 Esempi di derivati del polietilenglicole impiegati per la solubilizzazione di CNTs in 
soluzioni acquose. 
Negli ultimi anni la coniugazione dei CNTs con biomolecole, per formare composti dotati 
di nuove proprietà, ha rappresentato una nuova e promettente area di ricerca.53-55, 77 La 
combinazione delle proprietà di conduzione proprie dei CNTs assieme alla capacità di 
determinare riconoscimento molecolare proprio dei biomateriali può, ad esempio, dare 
origine a nuovi sistemi bio-elettronici, come i biosensori. Coniugati tra ox-CNTs attivati 
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con diimmidi e proteine sono stati descritti da Sun:73, 78 le proteine utilizzate sono 
l’albumina serica bovina e la ferritina, le quali hanno permesso di ottenere derivati solubili 
in soluzioni acquose.In altri casi, gli ox-CNTs sono stati funzionalizzati con poli-L-lisina,79 
un polimero che favorisce l’adesione cellulare e che può essere ulteriormente modificato. I 
derivati ottenuti in questo modo sono stati funzionalizzati con la perossidasi, permettendo 
di ottenere un materiale in grado di rilevare basse concentrazioni di perossido di idrogeno. 
Funzionalizzando le estremità carbossilate degli ox-CNTs con biotina, il gruppo di Dai ha 
immobilizzato la streptavidina sui CNTs (figura 1.17). L’internalizzazione di questo tipo di 
coniugati da parte di cellule umane è stato monitorato mediante microscopia confocale a 
fluorescenza e citometria a flusso, dimostrando così che la streptavidina può entrare 
all’interno delle cellule sfruttando le capacita di trasporto del coniugato ox-CNTs-biotina.80  
 
 
 
 
 
Figura 1.17 Procedura utilizzata da Dai e collaboratori per produrre derivati di CNTs 
funzionalizzati con cargo fluorescenti. 
Wang e collaboratori hanno preparato un composito CNTs-enzima per amplificare la 
rilevazione elettrochimica di proteine e DNA,81 mentre, a seguito dell’immobilizzazione 
covalente della glucosio ossidasi, è stato fabbricato un sensore per la rilevazione selettiva 
del glucosio.82 
Seguendo una procedura simile, ox-CNTs sono stati coniugati a filamenti di DNA Gli 
autori hanno riportato la selettività dei coniugati nell’ibridizzare con sequenze 
complementari di DNA a partire da miscele di oligonucleotidi.83. Per quanto riguarda 
l’immobilizzazione di polisaccaridi su ox-CNTs, solamente pochi esempi sono stati 
riportati in letteratura: ad esempio, dall’attivazione di ox-MWNTs ad acil-cloruri e reazione 
con chitosano a basso peso molecolare (figura 1.18), è stato possibile isolare un derivato 
funzionale avente solubilità in DMF, DMSO e soluzioni acquose di acido acetico.84 In 
questo casò è stato possibile registrare lo spettro 1H-NMR del derivato, che ha mostrato i 
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segnali propri del chitosano, nonchè stimare, con misure termogravimetriche, un livello di 
funzionalizzazione pari a quattro catene di polisaccaride ogni 1000 atomi di carbonio. 
 
   
 
 
 
 
Figura 1.18 Caratterizzazione mediante spettroscopia 1H-NMR del derivato tra MWNTs e 
chitosano.  
1.5.3 Funzionalizzazione non covalente esoedrica 
È noto che i CNTs formano aggregati fortmenente intrecciati tra di loro, per questo motivo 
disperdere in modo omogeneo nanotubi isolati in soluzione risulta difficoltoso. 
Un’approccio comunemente usato per rompere gli aggregati e preparare CNTs individuali 
consiste nell’arrotolamento non-covalente sulle pareti dei CNTs ad opera di composti 
poliaromatici,85 tensioattivi,86, 87 polimeri88e biomolecole.4, 89-93 La funzionalizzazione non-
covalente è molto interessante poichè permette di attaccare specie chimiche ai CNTs senza 
compromettere le proprietà elettroniche delle pareti degli stessi. Per i CNTs, le interazioni 
non-covalenti sono dovute alle forze di Van der Waals e alle interazioni π-π. Sfruttando 
queste interazioni è stato possibile posizionare in modo controllato i CNTs su vari tipi di 
superfici e nanoparticelle. Ad esempio, grazie all’impiego di superfici di ossidi metallici, 
modificate con gruppi pirenici, è stato ottenuto l’assemblaggio ordinato di un monostrato di 
SWNTs, permettendo di sfruttare le proprietà di conduzione dei CNTs per applicazioni 
elettroniche.94 I tensioattivi sono stati inizialmente utilizzati come agenti disperdenti per la 
purificazione dei CNTs grezzi.95 Successivamente, dispersioni di SWNTs stabilizzate da 
sodio dodecil-solfato sono state utilizzate per le caratterizzazioni spettroscopiche (UV-vis e 
fluorescenza) dei CNTs isolati in soluzione.96. La formazione di materiali compositi 
ottenuti a seguito di funzionalizzazione non-covalente di CNTs con polimeri rappresenta 
uno dei maggiori settori di studio legati alla modifica e alle applicazioni dei CNTs.  
La formazione di compositi derivanti dall’interazione di CNTs e biomolecole rappresenta 
una delle principali tematiche di ricerca nei campi della solubilizzazione dei CNTs e della 
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loro integrazione in biosensori. Per questo motivo polipeptidi, acidi nucleici e saccaridi 
sono stati estensivamente impiegati per solubilizzare e/o introdurre molecole dotate di 
capacità di ricognizione molecolare sui CNTs. 
Le proteine rappresentano un’importante classe di biomolecole avente, in aluni casi, alta 
affinità verso i CNTs; esse tendono ad adsorbirsi tramite i loro domini idrofobici sulle 
pareti esterne dei CNTs e possono essere visualizzate con tecniche microscopiche.  
Ad esempio, tramite caratterizzazioni TEM è stato possibile visualizzare l’adsorbimento di 
metallotionine97 e della streptavidina98 sulle pareti dei CNTs.  
Anche enzimi come la glucosio ossidasi, estensivamente utilizzato in clinica per la 
rilevazione delle quantità di glucosio nel sangue, sono stati adsorbiti sui CNTs: in questo 
caso il coniugato CNTs-enzima è stato incorporato in un elettrodo a carbonio per a 
detenzione voltammetrica del glucosio, determinando un’aumento di 10 volte della risposta 
catalitica come conseguenza della presenza dei CNTs.99  
Molti gruppi di ricerca si sono interessati alle interazioni supramolecolari tra CNTs e DNA: 
queste specie possono formare degli ibridi stabili e disperdibili in soluzioni acquose.100, 101 
Un risultato molto interessante è rappresentato dall’arrotolamento di filamenti di DNA con 
sequenze alternate di guanina e timina sui CNTs; sfruttando questa peculiarità è stato 
possibile separare i nanotubi metallici da quelli semiconduttori, e, tramite una separazione 
cromatografica mediante scambio ionico, i differenti CNTs sulla base al loro diametro.102 
Ulteriori informazioni sulla composizione dei CNTs in ciascuna frazione eluita sono state 
confermate attraverso spettroscopie raman e di fluorescenza.103 
Al fine di solubilizzare i CNTs in soluzioni acquose molti gruppi di ricerca hanno esplorato 
la possibilità di funzionalizzare le superfici grafitiche con polisaccaridi. Regev e 
collaboratori hanno dimostrato che i CNTs possono essere dispersi in soluzioni acquose di 
gomma arabica grazie al fisioadsorbimento aspecifico tra le due specie. In queste 
condizioni si è verificata un’efficente esfoliazione degli aggregati di CNTs, come 
dimostrato dalle caratterizzazioni microscopiche.104  
Il gruppo di Star ha invece studiato la complessazione dei CNTs con la cellulosa, ed in 
particolare con il suo componente lineare, l’α-amilosio. Quest’ultimo può formare 
complessi di inclusione con varie sostanze e adottare una conformazione ad elica in 
soluzioni acquose. È stato riportato che per ottenere solubilizzazione in acqua dei CNTs è 
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necessario indurre la formazione dell’elica dell’α-amilosio, a seguito della sua 
complessazione con iodio, prima di aggiungere i CNTs.105 
Altri esempi significativi in questo contesto riguardano l’impiego delle ciclodestrine per la 
complessazione dei CNTs; miscelando queste componenti a riflusso in acqua è stato 
possibile verificare l’avvenuta complessazione mediante caratterizzazioni UV-vis, raman e 
DSC.106 
Un’approccio differente per funzionalizzare i CNTs con biomolecole riguarda l’uso di 
linker bifunzionali basati su unità pireniche: il linker viene dapprima adsorbito sulle pareti 
grafitiche sfruttando le interazioni idrofobiche e di Van der Waals, per poi essere 
funzionalizzato covalentemente tramite attaco nucleofilo di gruppi aminici della 
biomolecola.107 
Tramite questo approccio il gruppo di Dekker ha immobilizzato la glucosio ossidasi sui 
CNTs, in mdo da studiarne la conducibilità elettrica. Gli autori osservarono che la presenza 
dell’enzima determinava un’abbasamento della stessa.108 
Un’altra classe di biomolecole che è stata immobilizzata sui CNTs è data dalle molecole 
catturatrici di luce, quali le porfirine109 e le ftalocianine.110 La funzionalizzazione delle 
superfici grafitiche è il risultato delle interazioni π-π con le molecole coniugate oppure dal 
chemiadsorbimento ai siti difettati portanti gruppi carbossilici. Grazie all’adsorbimento 
non-covalente di porfirine è stato possibile ottenere derivati solubili in solvente organico111 
o soluzione acquosa112, nonchè solubilizzare selettivamente i nanotubi semiconduttori.111 
1.5.4 Funzionalizzazione non covalente endoedrica  
Tra i molteplici studi effettuati sui CNTs, il riempimento delle loro cavità interne è 
sicuramente uno dei più affascinanti e promettenti aspetti nella ricerca di loro applicazioni. 
In particolare, la possibilità di utilizzare le cavità interne dei nanotubi per produrre nano-
cablaggi, per immagazzinare liquidi, per incapsulare molecole ed eventualmente farle 
reagire in un nano-reattore, riveste un notevole interesse per la comunità scientifica. L’idea 
di poter inserire delle molecole all’interno dei CNTs nasce dall’osservazione che durante il 
processo sintetico fullereni (C60) rimangono “intrappolati” nella cavità interna dei SWNTs. 
Queste strutture SWNTs-fullereni, chiamate “peapods” e inizialmente identificate come 
prodotti secondari della sintesi dei CNTs.113, possono essere sintetizzate mediante apertura 
delle estremità fullereniche ossidando i CNTs con acidi minerali.114 
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Oltre al C60, anche C70115 e metallofullereni endoedrici quali La@C82 e Gd@C82 sono stati 
inseriti con successo nella cavità interna dei CNTs.116 La letteratura riporta anche 
l’inserimento di alcuni elementi puri all’interno dei CNTs. L’esempio più originale 
riguarda del quello che è considerato il “più piccolo termometro mai realizato dall’uomo”: 
il gruppo di Bando e collaboratori ha osservato che l’altezza di una colonna di gallio 
liquido, inserito all’interno dei CNTs, varia linearmente ed in modo riproducibile con la 
temperatura nel range 50-500 °C.117 Per quanto riguarda le biomolecole, i MWNTs, aperti 
alle estremità, possiedono cavità interne il cui diametro (2-10 nm) permette di ospitare 
biomolecole dalle opportune dimensioni come, ad esempio, l’enzima β-lattamasi, il quale 
mantiene la sua attività catalitica volta anche dopo l’inserimento all’interno dei CNTs.118 
Infine anche il DNA può entrare nelle cavità dei CNTs ed il suo trasporto all’interno delle 
cavità è stato direttamente visualizzato attraverso microscopia a fluorescenza.119 
1.6 APPLICAZIONI DEI NANOTUBI DI CARBONIO 
Le straordinarie proprietà fisiche e meccaniche dei CNTs, unite alle molteplici modalità di 
funzionalizzazione proprie dei composti a base di carbonio, hanno determinato lo studio 
delle loro possibili applicazioni in molteplici settori disciplinari. 
1.6.1 Emettitori a campo elettrico  
I materiali a emissione di campo elettrico sono stati estensivamente studiati per 
applicazioni tecnologiche quali schermi piatti, componenti piezoelettriche in microscopi 
elettronici e amplificatori di microonde. Per le applicazioni tecnologiche i materiali 
elettronici devono avere basse soglie di emissione di campo ed essere, al tempo stesso, 
stabili in condizioni di alta densità di corrente. Per la giusta combinazione di diametri, 
integrità strutturale, alta conducibilità elettrica e stabilità chimica i CNTs sono i migliori 
emettitori a campo elettrico ad oggi conosciuti. Le proprietà di emissione di campo 
elettrico dei CNTs sono state studiate120 sopratutto in funzione della produzione di 
efficientissimi schermi piatti ad emissione di campo elettrico. 
1.6.2 Plastiche conduttive 
La maggior parte della ricerca nel campo delle materie plastiche negli ultimi cinquant’anni 
è stata focalizzata nello sviluppo di sistemi in grado di sostituire i metalli. Le materie 
plastiche sono state capaci di sostituire materiali metallici in molti campi ma, ovviamente, 
non in quelli dove è richiesta conduzione elettrica.  
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 I CNTs si presentano come materiali riempitivi ideali per la produzione di plastiche 
conduttive, poichè sono capaci di determinare conducibilità anche a valori estremamente 
bassi di composizione percentuale nel materiale plastico. Quindi il loro uso in plastiche 
come compositi può generare materiali utili per la dissipazione elettrostatica, produzione di 
materiali antistatici e radar-assorbenti.  
1.6.3 Elettronica molecolare 
L’idea di poter costruire circuiti elettronici costituiti da molecole è stata ripresa negli ultimi 
anni e rappresenta uno dei capisaldi delle cosiddette “nanotecnologie”. In qualsiasi circuito 
elettrico le interconnessioni tra interruttori ed altri dispositivi rivestono un ruolo cruciale, 
che diventa, se possibile, ancora più significativo qualora le dimensioni scendono alla scala 
nanometrica,. Per la loro geometria e conduttività elettrica i CNTs si presentano come 
candidati ideali per le connessioni nell’elettronica molecolare anche perché in opportune 
condizioni posso comportarsi da interruttori.121  
1.6.4 Immagazzinamento di energia 
I CNTs possiedono caratteristiche intrinseche che li rendono adatti all’impiego come 
materiali gli per la costruzione di elettrodi, batterie e condensatori, tutti dispositivi utilizzati 
in campi ad elevato tasso di innovazione tecnologica. Le superfici dei CNTs sono 
facilmente accessibili agli elettroliti poiché sono caratterizzati da un’elevata area 
superficiale, una struttura lineare ed un’elevata conduttività elettrica,. La ricerca in questo 
campo ha dimostrato che i CNTs hanno una condensazione reversibile più elevata di 
qualunque altro materiale a base carboniosa se utilizzati nelle batterie al litio.122 Grazie 
all’elevato rapporto superficie/peso i nanotubi sono in grado di adsorbire i gas, e di 
funzionare come “serbatoi” per il loro immagazzinamento. L’idrogeno è un gas 
interessante come fonte energetica alternativa ma richiede specifici sistemi di storage come 
bombole, idruri, carboni attivi ad alta pressione e/o bassa temperatura. I nanotubi, grazie 
alla loro capacita di trattenere liquidi o gas, sono stati subito sperimentati per questo scopo. 
Il meccanismo con cui avviene questo processo non e ancora chiaro e si pensa che il gas 
vada all’interno delle cavità per capillarita,123 o semplicemente si abbia il suo 
chemioadsorbimento sulle pareti. 
1.6.5 Materiali meccano e termoresistenti 
La conduttività termica dei CNTs ne permette l’utilizzo per alcune applicazioni in cui sia 
calore necessaria un’efficiente dissipazione del caloro, ad esempio la refrigerazione di chip 
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all’interno dei calcolatori. La possibilità, inoltre, di creare strutture ordinate di CNTs 
allineati o organizzati a nastri consente di prevederne l’utilizzo per la produzione di 
conduttori termici ad elevata resa.124  
L’estrema resistenza, unita alla flessibilita, ideali rende i nano tubi dei materiali ideali per 
la preparazione di fibre da utilizzare come rinforzo nei materiali compositi ad alte 
prestazioni; in sostituzione delle normali fibre in carbonio, del kevlar o delle fibre di vetro. 
è noto che addizionando CNT a polimeri o resine, si ottengono nuovi materiali con 
aumettate caratteristiche di robustezza e forza.125 Infine, fibre filate di CNTs sono state 
recentemente descritte126 e studiate per la loro introduzione in compositi da utilizzare per il 
cablaggio di linee di trasmissione e come prodotti tessili.  
1.6.6 Applicazioni come biosensori 
Le attuali tecniche di biomonitoraggio sono molto selettive e specifiche ma, al tempo 
stesso, difficili da miniaturizzare. Biosensori basati sui SWNTs sono intrinsecamente 
portati alla miniaturizzazione, visto le peculiari caratteristiche strutturali e di conduzione 
dei nanotubi. Essi infatti manifestano un significativo cambio di conduttanza in risposta 
alla presenza di piccole biomolecole e proteine e per questo molti autori li considerano 
come versatili mezzi per la costruzione di biosensori. Ad esempio, l’ attacco covalente 
della fosfatasi alcalina ai nanotubi ha permesso di ottenere la più alta sensibilità (limite di 
detenzione 1 pg/L) per la determinazione elettrica della presenza di DNA 81. La crescente 
domanda di monitoraggio dei livelli di glucosio nel sangue ha stimolato la ricerca di 
biosensori per il glucosio basati su nanotubi, tanto che è stato progettato un sistema che 
sfrutta il comportamento voltametrico di SWNTs ossidati e su cui è stata fatta adsorbire la 
glucosio ossidasi 99. La risposta catalitica all’aggiunta del β-D-glucosio è stata 10 volte 
maggiore rispetto a quella osservata con un’altro sistema di riferimento (figura 1.14). 
Infine, recentemente è stato costruito un detector nanofabbricato, basato sui nanotubi di 
carbonio, capace di misurare la secrezione di neurotrasmettitori da una singola vescicola 
secretoria da colture neuronali.127, 128 
 
 
 
Figura 1.14 Esempio di biosensore fabbricato utilizzando nanotubi funzionalizzati con glucosio 
ossidasi. 
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1.6.7 Applicazioni come trasportatori molecolari  
Le diverse strategie di derivatizzazione chimica e la dimostrata capacità di penetrazione 
celluare, fa si che i nanotubi possano essere considerati ottimi sistemi trasportatori per il 
rilascio di farmaci, DNA, proteine ed altre specie molecolari all’interno delle cellule 55, 80, 
129}.  
Pantarotto ha descritto la derivatizzazione della superficie dei nanotubi con fluoresceina 
isotiocianato (FITC), mediante cicloaddizione 1,3 dipolare di ilidi azometiniche, mentre il 
gruppo di Dai ha sfruttato la chimica dei gruppi carbossilici introdotti tramite ossidazione 
con acidi minerali dei SWNTs. In entrambi i casi è stato possibile osservare, tramite le 
immagini ottenute con il microscopio confocale, la presenza dei CNTs derivatizzati all’ 
interno di alcuni tipi di cellule (3T3 di topo e 3T6 umane nel lavoro di Pantarotto, HL60 
nel lavoro di Kam)  
 La capacità di penetrazione celluare, è stata recentemente sfruttata per verificare 
l’utilizzo dei nanotubi come carrier per il trasporto e il successivo rilascio di molecole 
organiche all’interno delle cellule. Wu ha dimostrato che nanotubi funzionalizzati con 
amfotericina B (AmB), antibiotico utilizzato per il trattamento di infezioni fungine 
croniche, non solo vengono rapidamente internalizzati dalle cellule di mammifero, ma il 
loro uso come carrier riduce anche la tossicità dell’ AmB 130; al dosaggio maggiore 
impiegato, il 40% delle cellule morì per azione della AmB da sola, mentre il coniugato ha 
lasciato vive la maggior parte delle cellule.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.15 Nanotubi funzionalizzati con amfotericina B. 
Hosmane ha descritto SWNTs sostituiti alle pareti con gabbie carboraniche da impiegare 
nella Terapia a Cattura Neutronica del Boro (Boron Neutron Capture Therapy BNCT). In 
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seguito alla somministrazione dei coniugati, si è osservato un accumulo di boro nei tessuti 
tumorali maggiore rispetto al sangue o agli altri organi 131. 
 Nanotubi funzionalizzati si sono dimostrati buoni sistemi anche per la presentazione 
e il rilascio di peptidi antigenici al sistema immunitario 132 senza evocare, se non 
funzionalizzati, tale risposta. Per quanto riguarda il rilascio di acidi nucleici, i nanotubi di 
carbonio funzionalizzati sembrano essere una valida alternativa all’uso di sistemi virali. Ad 
esempio, un derivato funzionalizzato con gruppi ammonici è stato complessato con un 
plasmide contenente le informazioni per l’ espressione della β-galattosidasi 133; il livello di 
espressione del gene in cellule CHO (Chinese Hamster Ovary) è stato 5-10 volte maggiore 
rispetto all’ utilizzo del solo plasmide. 
  
1.6.8 Trattamenti fotodinamici con derivati dei SWNTs 
La proprietà intrinseca dei SWNTs di assorbire intensamente la radiazione elettromagnetica 
nel vicino infrarosso, porzione dello spettro elettromagnetico in cui i tessuti biologici sono 
trasparenti, permette di ipotizzare l’impiego di questo materiale nei trattamenti ipertermici. 
Un esempio riguarda la funzionalizzazione non-covalente di SWNTs con amino-PEG 
derivatizzato con un fosfolipide (FL) e acido folico (F), quest’ultimo può essere 
riconosciuto dai recettori di membrana, normalmente ovraespressi in molte tipologie di 
tumore. Somministrando il complesso FL-PEG-F/SWNT sia a cellule cancerose (HeLa) sia 
a cellule sane ed esponendo entrambe le culture a irradiazione laser (1.4 W·cm-1, 808 nm) è 
stata ossrvata la morte delle sole cellule tumorali. Questo comportamento indica che le 
cellule tumorali hanno maggiore capacità di internalizzare il complesso FL-PEG-F/SWNT, 
rispetto a quelle sane. Il meccanismo di distruzione cellulare si basato basa sul fatto che il 
complesso assorbe l’energia fornita dagli impulsi laser e poi la rilascia sotto forma di 
calore, determinando un forte aumento della temperatura localizzato solo all’interno delle 
cellule tumorali.4 Nello stesso studio, è descritta l’interazione dei SWNTs con un singolo 
filamento di DNA modificato con un agente fluorescente (la sequenza usata è stata 
TGGACAAGTGGAATGX, dove X rappresenta l’agente fluorescente Cy3), per valutare la 
capacità di rilascio del cargo da parte del complesso SWNTs-DNA-Cy3 somministrato alle 
cellule tumorali. Il complesso, internalizzato dagli endosomi, è stato liberato applicando 
per breve tempo una radiazione nel vicino infrarosso, a cui è seguito il rilascio 
dell’oligonucleotide nel citoplasma.  
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Figura 1.16 Struttura del complesso FL-PEG impiegato per solubilizzare e indirizzare SWNTs a 
cellule tumorali sovraesprimenti i recettori per il folato. 
 
Utilizzando lo stesso approccio di funzionalizzazione, il gruppo di Dai ha legato al 
complesso FL-PEG-SWNTs anticorpi monoclonali come il Rituxan e l’Herceptin, in modo 
da ottenere riconoscimento specifico rispettivamente per i linfociti B, e le cellule tumorali 
mammarie HER2 positive. Irraggiando a 785 nm colture miste sono state visualizzate in 
modo specifico solo le cellule bersaglio dei due anticorpi, misurando l’intensa emissione di 
fluorescenza generata da alcuni specifici tipi di SWNTs (chiralità (10,3), (10,5), e (9,7)).134  
1.6.9 Impiego dei CNTs quali substrati per la crescita cellulare  
Negli ultimi anni sono stati effettuati numerosi studi per valutare l’applicabilità dei CNTs 
quali substrati per la crescita cellulare. In particolare, dal momento che i CNTs presentano 
ottime proprietà di resistenza meccanica e di conduzione elettrica, la maggior parte degli 
studi ha riguardato la loro possibile integrazione con cellule ossee o nervose. Supronowicz 
hariportato descritto per primo l’impiego di un composito costituito da CNTs e acido 
polilattico quale supporto per esporre osteoblasti a stimolazione elettrica.135 È stato 
osservato che, a seguito della stimolazione, il tasso di crescita degli osteoblasti su questo 
supporto risultava maggiore (+46%) rispetto al controllo. Haddon ha invece riportato il 
confronto tra le capacita di substrati a base di SWNTs, MWNTs, o SWNTs funzionalizzati 
con polimeri neutri (PEG) o carichi negativamente (poliaminobenzensulfonato) di far 
crescere cellule da osteosarcoma (ROS 17/2.8).76 Rispetto al controllo effettuato 
utilizzando vetro, un materiale fragile, i migliori risultati si sono ottenuti con i SWNTs non 
modificati e con i SWNTs funzionalizzati con il PEG.  
Per quanto riguarda le cellule neuronali, Mattson ha proposto per primo l’utilizzo di CNTs 
quali substrati per la loro crescita, i dati indicano sviluppo di neuriti su in supporti ricoperti 
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con MWNTs e crescita ramificata maggiormente estesa utilizzando MWNTs ricoperti con 
4-idrossinonenale.136 Un ulteriore esempio riguarda la crescita di cellule ippocampali di 
ratto137 su MWNTs, prima funzionalizzati e separati dalle impurezze mediante 
cicloaddizione 1,3 dipolare di ilidi azometiniche, quindi depositati su vetro borosilicato e 
poi defunzionalizzati per trattamento termico in modo da ridurre al minimo le impurezze 
presenti. La biocompatibilità del materiale, è stata verificata ed i dati indicano capacità di 
aumentare la frequenza degli eventi sinaptici sviluppati dalla rete neuronale generata, 
rispetto al controllo. 
 
Figura 1.17 Immagini di microscopia a scansione elettronica di neurone cresciuto su substrato a 
base di MWNTs (sinistra) e di neurite a stretto contatto con i MWNTs (destra). 
1.7 ACIDO IALURONICO 
Nel 1934 Karl Meyer e il suo assistente John Palmer descrissero una procedura per isolare 
dal corpo vitreo bovino un nuovo glicosaminoglicano. Loro dimostrarono che questa 
sostanza era composta da acido uronico ed un aminozucchero, ma non conteneva 
solfoesteri.138 Proposero quindi la seguente espressione ”..noi proponiamo, per 
convenienza, il nome acido ialuronico da hyaloid (vitreo) e acido uronico”. Questa scoperta 
segnò una del più importanti conquiste nel mondo delle macromolecole, data l’importanza 
e la versatilità di questo biopolimero. Attualmente questa macromolecola è spesso chiamata 
ialuronato, per sottolineare la sua presenza nel corpo come polianione piuttosto che in 
forma acida protonata. Per comodità, tutte le forme native ed i derivati dell’acido ialuronico 
saranno abbreviati con la sigla HA (Hyaluronic Acid), a cui saranno associati prefissi o 
suffissi adatti a riassumere le peculiarità proprie dei singoli esempi.  
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1.7.1 Struttura chimica 
Servirono altri 20 anni di studi prima che il laboratorio di Meyer completasse la 
determinazione della struttura chimica del motivo disaccaridico, costituente di base del 
polisaccaride.139 Durante questi anni essi dimostrarono che l’acido uronico e 
l’aminozucchero costituenti l’unità disaccaridica sono rispettivamente acido D-glucuronico 
e D-N-acetil-glucosammina, uniti assieme attraverso legami glicosidici alternati β-1,4 e β-
1,3 (figura 1.18). Entrambi gli zuccheri sono strutturalmente correlati al β-D-glucosio, il 
quale possiede tutti i gruppi ossidrilici disposti nelle posizioni equatoriali. Nell’HA, di 
conseguenza, i gruppi funzionali caratteristici occupano le posizioni equatoriali, quindi le 
più favorevoli dal punto di vista energetico. Per questo motivo la struttura disaccaridica 
riportata in figura 1.18 risulta molto stabile dal punto di vista energetico.  
 
 
 
 
 
Figura 1.18. Relazione tra la struttura del β-D-glucosio (a) e dell’unità disaccaridica ripetitiva 
dello HA. 
L’HA appartiene alla classe dei glicosaminoglicani (GAG), rappresentando il più semplice 
membro dal punto di vista strutturale; difatti egli possiede in comune con gli altri GAG un 
astruttura disaccaridica ripetitiva basata su N-acetil-glucosammina legata ad un residuo di 
acido esosuronico o galattosio. Contrariamente agli altri GAG, l’HA non è solfatato e non 
subisce ulteriori trasformazioni post-polimerizzazione.   
1.7.2 Biosintesi e metabolismo: 
La biosintesi dell’HA ha luogo nel citoplasma, a partire da UDP-glucuronato e UDP-N-
acetilglucosamina, ad opera delle HA sintasi, enzimi ancorati sulle superfici citosiliche 
delle membrane citoplasmatiche.140 Il numero di unità disaccaridiche ripetute in una 
molecola di HA può superare 10’000, corrispondente ad un peso molecolare medio 
superiore ai 4'000’000 di g·mol-1. Dal momento che la lunghezza media del disaccaride è 
circa un nm, una catena di HA con n= 10’000 può occupare, in forma estesa, fino a 10 µm, 
  - 44 -   
valore paragonabile al diametro di un eritrocita umano. La figura 1.19 mostra un immagine 
ottenuta attraverso microscopia elettronica a trasmissione (TEM) di catene di HA 
depositate su griglie di rame.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.19 Immagine TEM di catene di HA. I punti neri sono le nanoparticelle metalliche 
impiegate per aumentare il contrasto dell’immagine. 
A seguito della sua biosintesi esso viene secreto nello spazio extracellulare sia di tessuti a 
cellule labili, dove diventa uno dei principali componenti, sia nei tessuti maturi.141 L’HA è 
uno dei costituenti principali della matrice extracellulare ed è particolarmente abbondante 
nel corpo vitreo dell’occhio umano (0.1-0.4 mg·g-1), nel fluido sinoviale ( 3-4 mg·mL), 
nella matrice prodotta dalle cumulus cells attorno all’ovocita prima dell’ovulazione (≈ 0.5 
mg·mL-1), nella matrice patologica che occlude le arterie in caso di restenosi coronarica. 
L’HA risulta meno concentrato nella matrice di altri tessuti connettivi, come quelli 
circondanti le cellule muscolari lisce dell’aorta e dei fibroblasti presenti nel derma della 
pelle. La più grossa quantità di HA (7-8 g nell’adulto medio, il 50 % del quantitativo totale 
presente nel corpo) risiede nel tessuto cutaneo dove è presente sia nell’epidermide sia nel 
derma. La concentrazione di HA nella matrice attorno alle cellule dell’epidermide (≈ 2-4 
mg·mL-1) risulta di un ordine di grandezza maggiore rispetto alla quantità presente nel 
derma (≈ 0.5 mg·mL-1).  
.Alcune cellule, come i condrociti delle cartilagini, sintetizzano e catabolizzano l’HA 
durante tutta la vita di questo tessuto. La biosintesi dell’HA è normalmente bilanciata dal 
suo catabolismo, di conseguenza la sua concentrazione rimane pressochè costante nei 
tessuti. In alcuni casi le cellule lo sintetizzano o lo catabolizzano in modo predominante. 
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 le cellule nel derma, ad esempio, sintetizzano attivamente più HA di quanto ne 
catabolizzino. Le molecole di HA sintetizzate in eccesso nella pelle possono uscire dai 
tessuti cutanei, ma vengono rapidamente catturate dai recettori localizzati nelle cellule 
reticolo-endoteliali dei nodi linfatici142 e nel fegato143; quest’ultimo le internalizza 
mediante l’interazione con oportuni sistemi recettoriali per effettuare il loro successivo 
catabolismo nei lisosomi. I tessuti cartilaginei, come nella capsula del ginocchio, 
sintetizzano l’HA per poi rilasciarlo nel liquido sinoviale, dove diventa il maggior 
componente del fluido sinoviale e contribuisce alle proprietà viscoelastiche. Questo fluido 
viene drenato dal sistema linfatico prima di entrare nella circolazione sanguigna. Le cellule 
del reticolo endoteliale presenti nei vasi linfatici recupero attivamente quasi il 90% dello 
HA prima che esso raggiunga il sistema vascolare.  
Il tempo di emivita dell’HA nel sangue è di solo pochi minuti.  
1.7.3 Proprietà delle catene di HA in soluzione 
La concentrazione di HA nei tessuti è spesso più alta di quanto ci si possa aspettare se le 
singole catene polimeriche mantenessero la loro struttura senza sovrapporsi:. difatti, 
soluzioni relativamente concentrate di HA ad alto peso molecolare (ad esempio 5'000’000 
g·mol-1 a concentrazioni inferiori a 0.1 mg·mL-1) determinano la formazione di network 
molecolari, i quali risultano compattati da interazioni steriche ed auto-associazione inter ed 
intra-molecolari. Queste ultime possono verificarsi quando un estensione del lato 
idrofobico nella struttura a nastro dello scheletro di HA interagisce reversibilmente con il 
lato idrofobico o di un altra molecola o di un altra regione della stessa molecola. Tali 
networks manifestano proprietà differenti rispetto alle catene isolate di HA. Esse possono 
resistere a rapidi incrementi di flusso, esibendo di conseguenza proprietà elastiche che 
permettono di distribuire carichi e forze di taglio attraverso il network (figura 1.20).  
D’altrocanto valori bassi di flusso o sollecitazioni più durature possono parzialmente 
separare ed allineare le molecole, permettendo il loro movimento e determinando quindi un 
comportamento viscosante.  
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Figura 1.20 Modello rappresentante le proprietà viscoelastiche di HA in soluzione. 
Nel caratterizzare il comportamento generale di HA (900'000 g·mol-1) in soluzione (pH 
neutro, NaCl 0.2 M), è stata verificata la progressiva diminuzione del coefficente di 
diffusione all’aumentare della concentrazione di HA.  
La rapida riduzione del valore del coefficente di diffusione è consistente con la descrizione 
fenomenologica della auto-diffusione polimerica, nei termini dell’equazione generale (2): 
 (2) Diff = D·exp-(αcv) 
Dove D rappresenta il valore di auto-diffusione del polimero a diluizione infinita, mentre α 
e v sono parametri ricavabili sperimentalmente: il paramentro α descrive l’entità delle 
interazioni idrodinamiche interpolimero, mentre la deviazione di v dall’unità deriva dalle 
interazioni intercatena che si manifestano ad elevate concentrazioni. 
Un’aspetto molto importante in relazione alle proprietà dell’HA in soluzione riguarda 
l’influenza degli elettroliti sul raggio idrodinamico delle singole catene di HA. 
L’incremento della concentrazione di elettroliti in soluzione determina un decremento del 
raggio idrodinamico delle catene di HA: l’aumento della concentrazione di NaCl, da o a 
100 mM, determina un aumento di 2.8 volte del valore del coefficente di diffusione di 
soluzioni di HA (500'000 g·mol-1 0.2 mg·mL-1). Anche l’incremento di pH determina un 
cambiamento delle dimensioni delle singole catene di HA, e quindi del loro comportamento 
diffusivo. L’incremento di pH, per trattamento con NaOH determina la contrazione delle 
catene di HA in soluzione in modo più accentuato rispetto all’ effetto dato da NaCl (figura 
1.21)  
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Figura 1.21 Confronto fra i valori di raggio idrodinamico e volume occupato da catene di HA in 
soluzione al variare della concentrazione di elettroliti. 
1.7.4 Proprietà biologiche 
Nonostante catene di HA a diverso peso molecolare risultino costituite dalla stessa unità 
ripetitiva disaccaridica, le funzioni biologiche osservabili dipendono strettamente dal loro 
peso molecolare. Le proprietà specifiche delle catene di HA ad alto peso molecolare (Mw > 
500’000 g·mol-1) differiscono da quelle delle specie a basso peso molecolare (Mw < 
500’000 g·mol-1) e dagli oligomeri (Mw <10’000 g·mol-1), cui sono state recentemente 
attribuite molte ed importanti funzioni.144 
L’HA svolge svariate funzioni nella matrice extracellulare (ME) di quasi tutti i tipi di 
tessuti. Alcune funzioni sono aspecifiche e derivano dalle sue proprietà chimico-fisiche, 
quali la capacità di mantenere l’idratazione tissutale o di agire da radical scavenger.145 
Altri effetti derivano invece dalle interazioni specifiche di questo polisaccaride con le 
componenti macromolecolari sia della matrice extracellulare (ME), sia delle membrane 
cellulari, Ad esempio, le catene di HA stabilizzano la struttura della ME e partecipano al 
mantenimento della sua integrità, attraverso interazioni non-covalenti con i proteoglicani 
(aggrecano, versicano, fibromodulina), le glicoproteine strutturali (collagene, elastina, 
integrine, fibronectina), e gli altri glicosaminoglicani (GAG).146 Altre funzioni dell’HA 
determinano effetti direttamente osservabili sul comportamento cellulare. Difatti, il modo 
in cui le cellule organizzano la ME, e come questa condiziona il metabolismo delle stesse, 
richiede specifiche interazioni tra componenti della ME ed opportuni recettori di 
membrana. Molti dei recettori cellulari per l’interazione con l’ HA sono stati identificati. 
Tra i più importanti bisogna ricordare CD44147 (Cluster of Designation 44, figura 1.22), il 
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quale risulta probabilmente il più diffuso, e RHAMM (Receptor fo Hyaluronan-Mediated 
Motility).  
È noto che il recettore CD44 partecipa ad una grossa varietà di funzioni cellulari, molte 
delle quali derivano dalla sua funzione di recettore per le catene di HA. A seguito di questo 
tipo di interazione si osservano effetti come la regolazione di interazioni intercellulari, la 
regolazione della composizione della ME, la trasduzione dei segnali provenienti dalla ME 
e, sopratutto, l’internalizzazione delle catene di HA.148 Questo importante recettore 
partecipa altresì ad eventi tumorali, quali la progressione metastatica,149 risultando difatti 
sovraespresso in molteplici linee cellulari cancerose.2  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.22 Modellorappresentativo dei quattro domini (intracellulare, transmembrana, 
prossimale e distale)del recettore CD44. 
1.7.4.1. Riparazione e rigenerazione tissutale 
L’HA partecipa a molteplici processi legati alla riparazione a seguito di ferite o danni a 
livello tissutale, tra cui migrazione e proliferazione cellulare, organizzazione del tessuto 
granuloso, mediazione delle risposte infiammatorie ed angiogenetiche. Per quanto riguarda 
la migrazione cellulare, è stato verificato su colture di fibroblasti di origine fetale un 
comportamento di promozione della motilità cellulare dose dipendente, mediato dalle 
interazioni dell’HA con CD44, ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) e 
RHAMM.150 Di conseguenza, l’aumento del numero dei fibroblasti nelle zone danneggiate, 
contribuisce alla produzione di collagene ed alla riparazione della matrice cellulare. Inoltre 
l’HA supporta la migrazione cellulare grazie alle sue caratteristiche chimico-fisiche, poichè 
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genera una matrice idratata e ricca di nutrienti nella quale le cellule possono muoversi 
facilmente.151 
Per quanto riguarda la promozione della proliferazione cellulare, non vi sono prove dirette 
della sua azione mitogenica. Tuttavia, è stato verificato che i livelli di Iauronato sintasi e di 
sintesi dell’ HA variano a seconda dello stato proliferativo della cellula.152, 153. Tali studi 
hanno verificato che l’inibizione della sintesi di HA blocca la mitosi e la conseguente 
proliferazione cellulare. È quindi comunemente accettato che l’HA non induce direttamenta 
la mitogenesi, ma promuove l’idratazione dello spazio extracellulare, favorendo il distacco 
della cellula neoformata.154 
1.7.4.2 Modulazione della risposta infiammatoria 
Un’ulteriore ruolo dello HA durante la proliferazione cellulare riguarda la modulazione 
della risposta infiammatoria. L’infiammazione è l’evento naturale che inizia il processo di 
riparazione, ma se non viene opportunamente moderata non si procede con una corretta 
riparazione tissutale. 155 L’HA, attraverso funzioni in alcuni casi contrastanti, modera la 
risposta infiammatoria attraverso diversi modi, sia interagendo con i componenti deputati 
alla risposta infiammatoria, sia interagendo con le specie radicaliche che si formano 
durante questo processo. Queste ultime, quali i radicali liberi dell’ossigeno (ROS, reactive 
oxygen species) contrastano la guarigione della ferita poichè, come descritto da Foschi e 
collaboratori, riducono la resistenza del tessuto riparativo in costruzione.156 In quello studio 
è stato verificato che, trattando le ferite provocate nei ratti con preparazioni di HA, è 
possibile aumentare la forza tensile, quindi la resistenza, del tessuto riparativo. Di 
conseguenza è stata rilevata la capacità dell’HA di contrastare gli effetti indotti dai radicali 
liberi, anche se non è ancora stata dimostrata la funzione diretta di radical scavenging da 
parte delle catene di HA. In aggiunta a questi effetti anti-ossidanti, si pensa che l’HA possa 
modulare la risposta infiammatoria attraverso interazioni specifiche con alcuni componenti 
della risposta infiammatoria: durante questo processo viene prodotta la citochina TNF-α, 
(Tumoral Necrosis Factor), la quale inuce i fibroblasti a produrre una proteina legante lo 
HA (Hyaluronan-binding Protein, HBP) chiamata TSG-6 (TNF-Stimulated Gene). Essa si 
associa a IaI (Inter-Alpha Inhibitor) per modulare l’azione della plasmina nell’attivazione 
di metalloproteasi di matrice (Matrix Metallo Proteases, MMP) ed altre proteine, 
determinando così danno tissutale legato all’infiammazione. Su un modello di 
infiammazione indotto (in-vitro) è stato dimostrato che la somministrazione di TSG-6 
riduce la risposta infiammatoria.157 Dal momento che l’HA è capace di stabilizzare il 
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complesso TSG-6/IaI, la sua somministrazione ha determinato marcata riduzione della 
risposta infiammatoria e stabilizzazione del tessuto granuloso.158   
1.7.4.3 Funzioni biologiche degli oligosaccaridi e di HA a bassi pesi  
Quando l’HA endogeno è degradato a seguito di estensiva depolimerizzazione, in 
conseguenza di processi infiammatori o nei tessuti tumorali, le dimensioni molecolari dei 
frammenti di HA diventano molto importanti per gli effetti biologici che determinano . Gli 
oligomeri possono interagire simultaneamente con al massimo due recettori CD44, 
impedendo di fatto l’associazione di molteplici recettori mediata dall’interazione con 
singole catene ad alto peso. Gli oligomeri sono quindi inibitori competitivi delle catene ad 
alto peso molecolare verso CD44 e determinano effetti specifici a seconda delle loro 
dimensioni (numero di unità disaccaridiche) e delle cellule con cui interagiscono. Per 
comodità indicheremo i differenti oligomeri con la notazione ABx, (x = numero di unità 
disaccaridiche). Ad esempio, tra tutte le specie di oligomeri, solamente AB2 determina 
l’espressione di HSP72 (Heat Shock Protein) sopprimendo quindi la mortalità cellulare 
sotto condizioni di stress.159 È plausibile che vi sia uno specifico recettore di membrana per 
questa specie di HA. Per quanto riguarda CD44, la sua isoforma standard presente sui 
condrociti (CD44s) lega AB3, mentre il CD44 dei cheratinociti richiede la presenza di 
almeno 5 unità disaccaridiche (AB5).160 
Infiammazione. Termeer ha riportato che AB2 e AB4 inducono, a concentrazioni elevate, 
la maturazione immunofenotipica di monociti umani a cellule dendritiche, attraverso 
l’interazione con recettori di tipo Toll.161, 162 Nelle stesse condizioni, preparazioni di HA a 
bassi pesi (Mw 80'000 e 200'000 g·mol-1) o ad alti pesi molecolari (Mw 600'000, 1'000'000 
g·mol-1) non hanno determinato tale effetto immunostimolante. Savani ha invece riportato 
che opportune preparazioni di HA, dagli AB3 sino a pesi pari a 900’000 g·mol-1, sono 
chemo-attrattive per i macrofagi, comportamento bloccato impiegando un anticorpo anti 
RHAMM.  
Distruzione matrice extracellulare. Trattando sezioni di cartilagine con specie AB3 (250 
µg·mL-1) si osserva perdita dei proteoglicani presenti nella stessa. Questo fenomeno è 
probabilmente correlato con l’attivazione dei i recettori RAR (activating Retinoic Acid 
Receptor) da parte di AB3, che determina sovraespressione di mRNA legato alle MMP-13 e 
MMP-3. 
Tumori. Preparazioni di HA a basso peso molecolare e oligomeri di HA hanno generato 
risultati controversi in studi relativi ai fenomeni di crescia tumorale e progressione 
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metastatica. Ad esempio, Toole ha riportato che la specie AB6 sopprime, in-vivo, la crescita 
di tumore mammario. Tale fenomeno è stato attribuito all’interferenza tra il legame 
dell’HA endogeno e le cellule tumorali mediata da CD44. D’altrocanto è noto che alcuni 
tessuti tumorali sovraesprimono CD44 e presentano alti livelli di Ialuronidasi,163, 164 la 
quale determina la presenza di oligosaccaridi e catene di HA a basso peso165 in questi 
distretti. In generale gli effetti degli oligosaccaridi in relazione a crescita e progressione 
tumorale dipendono dalle linee cellulari considerate e dalle modalità con cui esse sono 
ancorate alla ME. Sono state comunque riportate le proprietà angiogeniche161 e 
chemotattiche161 di svariate preparazioni di oligomeri, i quali risultano forti induttori delle 
MMP,166 proteine notoriamente coinvolte nella progressione metastatica.  
Morte cellulare. Tanaka e collaboratori hanno evidenziato che il cross-linking di CD44, 
indotto da preparazioni di oligomeri da AB2 ad AB17, aumenta l’espressione di Fas (Fatty 
Acid Synthase) e la conseguente apoptosi delle cellule sinoviali da pazienti affetti da artrite 
reumatoide (AR).167 Nelle cellule tumorali tale trattamento induce invece una diminuzione 
dell’espressione di Fas ed aumento della vascolarizzazione circostante, a cui si collega 
l’aumento della sopravvivenza delle stesse.161 
Internalizzazione degli oligomeri. Sono state localizzate alcune HBP sia nella ME sia a 
livello citosolico. Un esempio è dato da HABP1,168 la quale può legare lo HA 
intracellulare. Questo HA intracellulare è associato a funzioni di trasduzione intracellulare 
di segnali,169 divisione e proliferazione cellulare.170, 171Evanko e Wight hano dimostrato che 
oligomeri di HA esogeno penetrano nelle strutture reticolari del citoplasma,171 mentre HA 
ad alto peso viene internalizzato da strutture vacuolari quali endosomi e fagosomi. La 
localizzazione degli oligosaccaridi è differente da quella degli alti pesi, il che suggerisce 
che essi non partecipano nei processi degradativi propri delle lunghe catene di HA, e che 
invece interagiscano con specifiche HBP come HABP1.168 
1.7.5 Modalità di derivatizzazione chimica 
La figura 1.23 mostra la struttura chimica dell’HA con i due siti usati più comunemente per 
le sue modificazioni covalenti: il gruppo carbossilico e le funzionalità idrossiliche. 
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Figura 1.23 Struttura lineare dello HA: le frecce evidenziano i principali punti di reattività 
utilizzati nelle modificazioni strutturali dello stesso. 
1.7.5.1 Reazioni a carico dei gruppi carbossilici 
1.7.5.1.1 Alchilazione 
Biomateriali a base di HA esterificato sono state preparate attraverso alchilazione del tetra-
n-butilammonio HA con alogenuri alchilici in soluzioni di DMF (schema 1.5).172  
 
 
Schema 1.5 Esterificazione di HA mediante alogenuri alchilici. 
Ad alte percentuali di esterificazione il risultante materiale HYAFF® (Fidia advanced 
biopolimers) diventa insolubile in acqua. Questi esteri di HA possono essere estrusi, in 
modo da produrre fibre e membrane, liofilizzati, per ottenere materiali spugnosi, oppure 
processati attraverso spray-drying, estrazione ed evaporazione per produre microsfere.. 
 
1.7.5.1.2 Attivazione tramite carbodiimmidi 
Questa modalità di attivazione è genalmente condotta in acqua a pH 4.75. A questo valore 
di pH gli acidi carbossilici dello HA sono prevalentemente protonati, mentre solo una bassa 
percentuale dei gruppi aminici delle molecole da coniugare sono presenti come base libera 
e qundi disponibili alla coniugazione. Difatti il coupling di ammine primarie allo HA 
attraverso questa metodologia ha dato esiti negativi, in quanto il principale prodotto di 
reazione è l’ N-acil-isourea.173 Le idrazidi sono invece una classe di molecole che 
mantengono la loro nucleofilicità a pH 4.75 (i corrispondenti coniugati acidi hanno pKa 
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comprese tra 2 e 4). Esse infatti possono accoppiarsi in modo efficente ai residui di acido 
glucuronico attivati mediante carbodiimmide (schema 1.6).174 L’uso di derivati diidrazidici, 
quale diidrazide adipica (ADH), ha permesso la produzione di derivati portanti molteplici 
gruppi idrazidici disponibili per l’ulteriore derivatizzazione con farmaci, biomolecole ed 
agenti per il cross linking. Ad esempio, bioconiugati tra HA e tassolo sono stati sintetizzati 
a seguito della reazione tra HA-ADH ed esteri attivati del tassolo (schema 1.6). 
L’inserimento di una sonda fluorescente sul tali coniugati ha permesso il monitoraggio 
della loro internalizzazione da parte di cellule umane derivanti da carcinoma mammario, 
ovarico, del colon, nonchè di misurare la tossicità selettiva di questo profarmaco 
polimerico.175 Attraverso l’attivazione mediata da carbodiimmidi è possibile formare esteri 
attivati: ad esempio, la reazione in H2O/DMSO dello HA con un largo eccesso di ammina o 
amminoacido, a pH 6.8 in presenza di EDC ed HOBt, ha permesso di ottenere derivati 
amidici con buone rese. 
 
 
 
Schema 1.6 Introduzione di gruppi idrazidici ed esempio di loro successiva funzionalizzazione. 
1.7.5.2 Reazioni a carico dei gruppi ossidrilici 
1.7.5.2.1 Solfatazione 
La solfatazione dei gruppi ossidrilici presenti nelle molecole di HA è stata studiata al fine 
di ottenere materiali biocompatibili per il rivestimento di dispositivi medici. Ad esempio, 
l’utilizzo del complesso tra piridina ed anidride solforica in DMF ha generato derivati a 
diverso grado di solfatazione, (HyalSx, dove x = 1-4 per disaccaride). Ad esempio, 
utilizzando un derivato diaminico del PEG ed EDC è stato possibile immobilizzare Il 
derivato HyalS3.5 su polietilene (PE). I risultati dei test di tempo trombinico e di 
aggregazione piastrinica indicano che questa procedura di immobilizzazione è promettente 
per la preparazione di superfici biocompatibili di PE dotate di proprietà antitrombotiche. 
Inoltre, un derivato HyalSx è stato funzionalizzato con un gruppo fotolabile di tipo 
azidofenilaminico, il quale ha permesso la fotoimmobilizzazione del derivato su film di 
polietilene tereftalato (PET). Le superfici ricoperte con HA solfatato risultano importanti 
dal punto di vista biomedico, poichè esibiscono una marcata riduzione di attecchimento e 
crescita di cellule batteriche rispetto a superfici non rivestite. Inoltre, questa tipologia di 
  - 54 -   
rivestimento è risultata stabile alla degradazione ad opera di enzimi quali condroitinasi e 
ialuronidasi. 
1.7.5.2.1 Esterificazione 
Nello HA è presente un’unico ossidrile primario, in posizione C-6 dei residui di Gln-N-Ac. 
Gli altri tre gruppi ossidrilici (C-4 su Gln-N-Ac, C-2’ e C-3’ su Glc) sono invece secondari, 
risultando di conseguenza meno reattivi per ragioni di ingombro sterico. Effettuare 
funzionalizzazioni a questo livello lascia inalterati i gruppi carbossilici dell’HA, 
mantenendo di conseguenza la forma polianionica del polimero naturale. Con qusto 
approccio si influenza quindi in modo meno marcato la solubilità dei suoi derivati in 
soluzioni acquose. Un’esempio di esterificazione random degli ossidrili dello HA è stato 
riportato da Coradini e collaboratori.176 Nel loro studio l’acido butirrico, noto inibitore 
della crescita di cellule tumorali, è stato coniugato a HA a basso peso molecolare, a seguito 
di reazione in DMF tra anidride butirrica ed il sale sim-collidinico dell’HA, in presenza di 
DMAP.176 Il coniugato HA-butirrato si è rivelato un’interessante sistema per il rilascio di 
farmaci, dotato inoltre di targeting specifico per le cellule tumorali.  
Sulla base di indicazioni di questo tipo, Eurand ha messo a punto a punto una strategia per 
effettuare la modificazione regioselettiva dell’ossidrile C-6 dei residui Gln-N-Ac. Le 
iniziali condizioni di rezione riguardavano l’impiego di mesil-cloruro (MsCl) su dispersioni 
di HA in DMF in modo da ottenere derivati di 6-cloro-6-deossi-HA con diversi gradi di 
sostituzione (degree of substitution, DS) del C-6. Alcuni di questi derivati sono stati 
impiegati per la coniugazione di farmaci antitumorali (schema 1.7), quali il metotressato 
(MTX), un antitumorale ampiamente utilizzato nel trattamento di alcun tumori ed in 
malattie autoimmuni come l’artrite reumatoide. A seguito della sospensione in DMF di 6-
cloro-6-deossi-HA (Mw = 20'000) a diverso DS (22% e 47%) in presenza di MTX e 
Cs2CO3, sono stati ottenuti 6-O-metotressil-6-deossi derivati a diverso grado di sostituzione 
(10% e 18.8% peso/peso).177 Le condizioni di reazione utilizzate hanno lasciato inalterati 
alcuni residui di Cl, i quali sono stati disponibili per ulteriori modificazioni. Tali residui 
sono stati efficacemente sostituiti con gruppi acilici, a seguito di sospensione dei 6-O-
metotressil-6-deossi derivati in DMSO, in presenza di cesio acetato o cesio butirrato a 
80°C. In questo modo e stato possibile isolare rispettivamente 6-O-acetil-6-O-metotressil-
HA e 6-O-butirril-6-O-metotressil-HA, il quale rappresenta un’interessante esempio di 
coniugazione di due agenti antitumorali attraverso esterificazione regioselettiva dell’HA. 
La caratterizzazione completa mediante tecniche di spettroscopia NMR mono e 
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bidimensionali ha confermato l’avvenuta funzionalizzazione, permettendo di valutare il DS 
con precisione, come confermato dalle analisi HPLC, ed in tempi rapidi.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Schema 1.7 Esempi di esterificazione regioselettiva del C-6 di Gln-N-Ac di HA. 
1.7.5.2.2 Coupling mediante intermedio isoureidico  
Dal momento che l’intermedio isoureidico ottenuto per trattamento con bromuro di 
cianogeno risulta fortemente reattivo, questo schema di reazione è comunemente utilizzato 
per attivare gli oligosaccaridi nella produzione di matrici ad affinità. Con questa modalità 
di reazione, antibiotici a struttura antraciclinica quali adriamicina e daunomicina sono stati 
coniugati allo HA. Tali agenti terapeutici sembravano coniugati alle funzionalità 
idrossiliche degli oligosaccaridi di HA attraverso legami uretanici, ma in quello studio non 
furono portate evidenze spettroscopiche dell’avvenuta coniugazione. Inolte le drastiche 
condizioni di reazione impiegate possono aver compromesso l’integrità e la 
biocompatibilità dello HA. 
 
  
 
Schema 1.7 Reazione di coupling isoureidico.  
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1.7.5.2.3 Ossidazione con periodati 
Tramite ossidazione con NaIO4, gli ossidrili geminali dei residui di glucuronato dello HA 
possono essere convertiti in gruppi aldeidici. Questa metodica chimica rappresenta un 
modo comune di attivazione chimica delle glicoproteine, ai fini della la loro 
immobilizzazione su substrati o funzionalizzazione con sonde fluorescenti. L’HA trattato 
con periodati può partecipare, ad esempio, a reazioni di amminazione riduttiva con amine 
primarie, come quelle presenti in domini cellulari contenenti peptidi oppure presenti su 
materiali immobilizzati. Il trattamento ossidativo può altresì portare a rotture della catena 
polisaccaridica e determinare la produzione di legami immunogenici. 
Schema 1.8 Ossidazione dello HA con NaIO4 e successiva funzionalizzazione dei gruppi aldeidici 
inseriti. 
1.7.5.3 Modificazioni delle estremità riducenti 
La funzionalizzazione di questo punto di reattività non è stata utilizzata in modo estensivo 
per la produzione di biomateriali o profarmaci, poichè permette un unico punto di 
ancoraggio delle funzionalità per catena di HA. Inoltre, la probabilità di incontro tra questo 
gruppo funzionale ed i reagenti necessari alla sua modificazione risulta piuttosto bassa, 
sopratutto nelle specie ad alto peso molecolare. Questi aspetti limitano di fatto l’impiego di 
questa modalita di reazione per la produzione di profarmaci con derivati di HA ad alto peso 
molecolare.  
L’amminazione riduttiva dei terminali riducenti è stata prevalentemente utilizzata per 
funzionalizzare preparazioni di HA a basso peso molecolare, ad esempio per ottenere 
derivati fluorescenti.178 In uno studio condotto per valutare la capacità dello HA di ridurre 
l’immunogenicità di alcune sostanze, sono stati ancorati alcuni suoi oligosaccaridi (Mw= 
3'000 e 9'000) sulla superfice dell’ovoalbumina, una proteina notoriamente 
immunogenica.179 Attraverso reazione con Na(BH3)CN in soluzione acquosa a pH 8.5, 
oligomeri di HA (Mw=1’600, 2’300 e 3’800) sono stati ancorati a preparazioni di poli-
lisina con differenti pesi molecolari (Mw=16'000, 23'000 e 38'000). I co-polimeri risultanti 
sono stati impiegati per il targeting specifico di DNA alle cellule delle sinusoidi 
epatiche.180 
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1.7.5.4 Reazioni a carico dei gruppi amminici 
In alcune preparazioni lo HA naturale possiede un numero indeterminato di residui 
glucosaminici deacetilati, i quali possono quindi essere derivatizzati. Per lo stesso motivo 
visto in precedenza, questa strategia può determinare solamente bassi tassi di 
modificazione. In alternativa è possibile effettuare l’idrazinolisi controllata dei gruppi N-
acetilici,181 modalità di reazione che permette di ottenere residui glucosaminici deacetilati. 
In queste condizione possono però verificarsi scissioni dello scheletro polimerico a seguito 
di idrolisi base catalizzata, nonchè modifiche del terminale riducente. Questa metodica è 
stata seguita, ad esempio, al fine di incorporare il complesso cellobiosio-tiramina (recante 
I125) ai gruppi aminici dello Ialuronano, al fine di produrre un derivato radio-iodinato 
dallelevata radioattività specifica.  
1.8 Spettroscopia NMR basata sulla diffusione 
 
Nell’ultimo decennio la spettroscopia NMR basata sull applicazione di gradienti di campo 
elettromagnetico pulsati (Pulsed Field-Gradient, PFG) è diventato il metodo di elezione 
per la determinazione e la misura della diffusione di molecole in soluzione. In linea di 
principio, il coefficente di diffusione di una specie molecolare, in determinate condizioni 
(ad esempio concentrazione, solvente e temperatura), dipende dal suo effettivo peso 
molecolare, dalle dimensioni e dalla forma.  
Il fatto che la diffusione molecolare potesse essere misurata attraverso spettroscopia NMR 
fu realizzato già durante i primi anni di sviluppo di questa tecnica spettroscopica.182 il 
modo più pratico e conveniente per misurare i coefficenti di diffusione attraverso 
spettroscopia NMR fu introdotto da Stejskal e Tanner nel 1965,183 molto prima 
dell’avvento delle tecniche di spettroscopia NMR bidimensionali. Nell’ultimo decennio si è 
verificato un enorme aumento nell’uso dei PFG in aree della spettroscopia NMR che vanno 
dalla selezione della coerenza (negli esperimenti NMR ad alta risoluzione)184 alle tecniche 
di imaging (Magnetic Resonance Imaging, MRI).185 
 La spettroscopia NMR basata sulla diffusione è utilizzata in molte discipline sia delle 
scienze mediche186 sia nel campo dei materiali.187 
La diffusione traslazionale è una delle più importanti modalità di trasporto molecolare.188 
L’auto-diffusione rappresenta il moto traslazionale casuale di una serie di particelle 
(molecole o ioni) come conseguenza della loro energia termica. In un sistema isotropico 
omogeneo la probabilità di ritrovare una molecola, locata inizialmente in posizione r0, nella 
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posizione r dopo un tempo t è data dall’equazione (3), dove D rappresenta il coefficente di 
diffusione.  
 (3) P(r0,r,t) = (4π·D·t)-3/2 · exp[- (r- r0)2/4·D·t] 
Questa equazione mostra che il volume occupato da una molecola, originariamente alla 
posizione r0 in relazione ad una posizione arbitraria, segue una distribuzione gaussiana che 
si allarga all’aumentare del tempo di diffusione t (figura 1.24). 
Di conseguenza, lo spostamento medio di una particella lungo le tre direzioni x,y,z a 
conseguenza cammino casuale risulta pari a 0. Lo spostamento dello scarto quadratico 
medio dell’auto-diffusione (<X>)1/2 è dato dall’ equazione di Einstein (equazione (4)). 
(4) (<X>)1/2 = (n·D·t)1/2 
Da questa equazione ne consegue che lo spostamento medio della diffusione aumenta 
linearmente con la radice quadrata del tempo di diffusione.189 
 
 
 
 
 
Figura 1.24 Andamento dello spostamento medio della diffusione in funzione dello scarto 
quadratico medio e del tempo di diffusione. 
 
Inoltre è ben noto che la diffusione è collegata alle dimensioni molecolari, come riportato 
dall’equazione di Einstein-Smoluchowski,188 (equazione (5)) dove kb è la costante do 
Boltzmann, T la temperatura assoluta, f il coefficente di frizione idrodinamica, N il numero 
di Avogadro ed R la costante dei gas. 
(5) D = kbT/f = RT/Nf  
Per una sfera in continuo movimento in un liquido dalla viscosità η, il valore di f è dato 
dall’equazione di Stokes (equazione (6)), dove rh è il raggio idrodinamico. 
(6) f=6πηRh 
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Combinando le equazioni (5) e (6) si ottiene l’equazione di Stokes-Einstein (equazione 
(7)). 
(7) D=KT/6πηRh 
L’equazione (7) mostra chiaramente che misurando il coefficente di diffusione di una data 
specie molecolare, in condizioni controllate, si possono ottenere informazioni sulle sue 
effettive dimensioni e peso molecolare, conseguentemente anche delle sue interazioni con 
l’ambiente circostante. 
L’esperimento DOSY consiste nell’applicazione di due PFG separati da un’opportuno 
intervallo temporale di diffusione. Il primo PFG “etichetta” la posizione e l’ordine di 
coerenza degli spin delle molecole nel campione. Questa codifica viene poi rimossa dal 
secondo PFG, chiamato gradiente di rifocalizzazione. Se gli spin rimangono stazionari 
durante l’intervallo di diffusione, come nel caso di macromolecole a bassa motilità, 
l’intensità e la fase dei segnali NMR dopo il gradiente di rifocalizzazione risultano 
indipendenti dalla lunghezza e dall’intensità dei PFG. Se gli spin si muovono (diffondono 
rapidamente) durante l’intervallo di diffusione, come nel caso di piccole molecole 
organiche, l’intensità e la fase dei segnali NMR dopo il gradiente di rifocalizzazione 
risultano attenuati. L’attenuazione dell’intensità dei segnali NMR in queste condizoni 
segue l’equazione di Stejskal e Tanner183 (equazione (8)), che collega l’intensità dei segnali 
registrati in presenza (I) o in assenza (I0) di un gradiente di gradiente pulsato (G) con il 
coefficente di diffusione (D) della specie che genera i segnali, al progredire del tempo (t). 
(8) I=I0·exp[-D(2πγGδ  Δ-δ/3)] 
Gli altri parametri nell equazione (8) sono il rapporto giromagnetico del nucleo osservato 
(γ), la durata del gradiente pulsato (δ) e il tempo al quale si riferisce l’osservazione (Δ). 
Dal momento che durante l’analisi DOSY γ è noto, mentre G, δ e Δ vengono fissati, 
l’equazione (8) può essere ridotta a questi termini (equazione (9)): 
(9) I (Δ) =I0·exp-(kDΔ) 
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In accordo all’equazione (9) gli spettri DOSY mostreranno forte attenuazione dei segnali 
originati dalle molecole a rapida diffusione, mentre quelli appartenenti a molecole a bassa 
diffusione risulteranno meno attenuati. 
Si può considerare come esempio, l’analisi DOSY NMR della miscela delle molecole 
risportate in figura 1.25. 
 Lo spettro 1H-NMR della miscela mostra i segnali caratteristici di ciascuna molecola, con 
intensità collegate alla concentrazione delle singole specie (spettro a). A seguito 
dell’applicazione di PFG a intensità media, si può osservare l’attenuazione nello spettro 
1D-DOSY dei segnali originanti dalle molecole a peso molecolare minore, quindi più 
piccole e a maggior motilità e diffusione in soluzione (spettro b). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.25 esempio di esperimento 1D-DOSY. 
A valori elevati di gradiente i suddetti segnali vengono completamente attenuati, e solo i 
segnali originanti dalla molecola a peso molecolare maggiore rimangono nello spettro. 
L’esempio sopra riportato rappresenta un tipico esperimento di DOSY monodimensionale 
(1D-DOSY): difatti gli spettri b e c sono stati registrati in presenza di valori predeterminati 
delle intensità dei PFG, i qauli evidenziano il diverso comportamento diffusivo delle specie 
in soluzione attraverso l’attenuazione dell’intensità di alcuni segnali negli spettri 
monodimensionali risultanti. 
Tuttavia, grazie all’impiego di particolari sequenze di impulsi, è possibile registrare un 
insieme di n spettri 1D-DOSY sullo stesso campione, andando ad incrementare 
progressivamente l’intensità dei PFG. Consideriamo il caso di una miscela di due specie in 
soluzione, quali adenosina monofosfato (AMP) e lo ione fosfato (PO42-). La loro struttura 
chimica, riportata in figura 1.26 evidenzia una notevole differenza in peso molecolare ed in 
dimensioni, di conseguenza ci si aspetta un differente comportamento diffusivo fra le due 
  - 61 -   
specie in soluzione. Considerando l’equazione (9), all’incremento dell’intensità dei PFG, ci 
si attende una maggior attenuazione dei segnali da parte di PO42- rispetto ad AMP: la figura 
1.26 riporta l’andamento di tale attenuazione in funzione dell’incremento di intensità dei 
PFG. 
 
 
 
 
 
Figura 1.26 Attenuazione dell’intensità dei segnali NMR in funzione dell’aumento dell’intensità dei 
PFG. 
Per entrambe le specie, ad ogni spettro registrato in presenza di PFG di intensità G vale la 
seguente relazione, ricavata dalle equazioni (10). 
 
 
 
 
 
Quindi, riportando in grafico la quantità di ln(I/I0) in funzione dei valori di b ottenuti per 
ciascuna intensità dei PFG, si ottengono rette la cui pendenza è data dal coefficente di 
diffusione D (figura 1.27). 
 
 
 
 
Figura 1.27 Grafico per l’ottenimento dei valori di D. 
 
Ln(I/I0)n = - bn·D 
           (10)  I1=I0·e(K·D·G1) 
I2=I0·e
(K·D·G2) 
I3=I0·e(K·D·G3) 
I4=I0·e(K·D·G4) 
In=I0·e(K·D·Gn) 
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L’esperimento di diffusione sopra citato può essere processato mediante matrice 
bidimensionale, avente i valori di chemical shift riportati lungo l’asse x ed i valori del 
coefficente di diffusione nell’asse y. Il valore dei chemical shift si ottiene attraverso 
trasformata di Fourier (FT) dei dati presenti nel dominio temporale, mentre le informazioni 
sulla diffusione si computano attraverso trasformata inversa di Laplace dell’attenuazione 
dei segnali in presenza dei gradienti. In questo modo si possono ottenere spettri 
bidimensionali come quello riportato in figura 1.28, relativo alla miscela riportata in figura 
1.26. 
 Figura 1.28 Spettro 2D-DOSY della miscela in figura 1.26 
Gli esperimenti DOSY richiamano i processi coinvolti nelle separazione cromatografica 
delle molecole sulla base delle loro dimensioni, e per questo motivo spesso si fa riferimento 
al DOSY come ad una tecnica di “cromatografia attraverso NMR”.190 
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CAPITOLO 2: PRODUZIONE DI ox-CNTs E LORO 
DERIVATIZZAZIONE 
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2.1 Ossidazione dei SWNTs 
Una forte limitazione alle applicazioni pratiche dei CNTs consiste nell’eterogeneità di contenuto dei 
campioni commerciali, come conseguenza dei catalizzatori impiegati per la loro sintesi ed il 
meccanismo di formazione dei nanotubi. Nonostante le procedure di sintesi dei CNTs siano state 
ottimizzate negli ultimi anni, nei lotti commerciali sono presenti rilevanti quantità di impurezze sia 
metalliche (catalizzatori) sia carboniose (carbone amorfo). Sono state quindi riportate in letteratura 
diverse strategie per la riduzione-eliminazione di tali impurezze.56, 191-196  
Tutta l’attività di ricerca è stata svolta impiegando lotti di SWNTs prodotti mediante il processo 
HiPco che, come riportato nella sezione introduttiva, richiede la presenza nel reattore di particelle di 
ferro che agiscano da catalizzatori. Queste particelle, attraverso un processo di nucleazione, 
formano agglomerati necessari alla crescita dei SWNTs; passata una certa dimensione, tali 
agglomerati si ricoprono di un sottile strato di carbonio, determinando così la presenza nel campioni 
commericali di nanoparticelle ferriche (diametro di 3-5 nm), spesso a stretto contatto con la 
struttura dei tubi (figura 2.1).197 
 
Figura 2.1 Immagini TEM di SWNTs HiPco commerciali dispersi in 1,2-diclorobenzene e depositati su 
griglia tipo CARBON. I punti neri (elevato assorbimento elettronico) sono agglomerati di nanoparticelle 
ferriche. 
  
Per questo motivo è stato necessario ricorrere al trattamento ossidativo proposto dal gruppo di 
Liu,198 il quale sfrutta l’insolubilità dei SWNTs commerciali in ambiente acquoso. Il loro 
trattamento con HNO3, attraverso una reazione di ossidoriduzione, trasforma le nanoparticelle 
metalliche in specie solubili in acqua, rimuovibili per filtrazione.  
È stato evidenziato che queste condizioni ossidanti sono in grado di modificare in parte la struttura 
dei nanotubi, causando la distruzione delle terminazioni fullereniche e determinando l’introduzione 
di gruppi carbossilici (figura 2.2). 
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Figura 2.2 Ossidazione per trattamento con HNO3 dei SWNTs commerciali. Viene riportata 
l’ossidoriduzione che trasforma le nanoparticelle di ferroferriche in specie solubili e quindi rimuovibili dai 
campioni. 
 
L’ulteriore ossidazione dei campioni purificati, a seguito di trattamento con acidi minerali 
concentrati, effetti causa modifiche alla struttura dei SWNTs: ad esempio, l’azione combinata della 
miscela di H2SO4 e HNO3 concentrati (rapporto 3:1) e della sonicazione provoca il progressivo 
accorciamento dei nanotubi e l’introduzione di una considerevole quantità di gruppi carbossilici.* 
Tali condizioni determinano un’estensiva perdita di materiale, per decomposizione dei CNTs, a 
seconda di tempo e temperatura di esposizione alla soluzione acida.  
Nel nostro caso sono state impiegate condizioni di reazione relativamente più blande, basate 
sull’impiego di una soluzione H2SO4/H2O2 4:1 (pirana) a 35 °C per 1 ora (figura 2.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.3 Ossidazione di SWNTs purificati mediante piraňa. 
 
 Tali condizioni sono state ottimizzate per massimizzare gli effetti desiderati dall’ossidazione dei 
CNTs (accorciamento e introduzione di gruppi carbossilici, per aumentarne dispersibilità e 
reattività), minimizzando la perdita di materiale. Seguendo la procedura riportata in figura 2.3, sono 
stati prodotti tutti i lotti di SWNTs ossidati (ox-SWNTs) impiegati per le successive reazioni. La 
riduzione del contenuto di impurezze e le proprietà strutturali degli ox-SWNTs, quali l’effettiva 
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introduzione e localizzazione di gruppi carbossilici sugli stessi, sono state oggetto di un nostro 
estensivo lavoro precedente.199 Mentre i SWNTs commerciali presentano lunghezze comprese tra le 
centinaia di nm e alcuni µm, gli ox-SWNTs posseggono lunghezza media di 180 ± 160 nm (sulla 
base di osservazioni di microscopia a scansione di corrente di tunneling, STM), diametro medio di 
circa 0.9 nm (risultano arricchiti dei SWNTs semiconduttori, ovvero i SWNTs a diametro maggiore, 
sulla base delle indagini RAMAN ed STM) ed una quantità di gruppi carbossilici nell ordine delle 
3-5 µmol·mg-1 (sulla base delle analisi TGA dei differenti lotti di produzione). I molteplici lotti di 
ox-SWNTs prodotti durante l’attività di ricerca sono stati caratterizzati attraverso indagini IR e 
TGA, per controllare rispettivamente l’introduzione dei gruppi carbossilici ed il livello di 
funzionalizzazione. Il profilo IR di un lotto di ox-SWNTs è riportato in figura 2.4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.4 Spettro al medio infrarossi di dispersione di ox-SWNTs in KBr, analisi in transmittanza.  
 
Lo spettro dei ox-SWNTs mostra tre principali bande di assorbimento allargate, rispettivamente a 
1389,2, 1726,6 and 3469,4 cm-1. Tali assorbimenti corrispondono ai modi vibrazionali del gruppo 
carbossilico quali il bending C-O-H, lo stretching C=O e lo stretching O-H. 
I SWNTs presentano temperature di decomposizione maggiori a 600 °C, mentre la maggior parte 
delle specie organiche decompone a temperature inferiori. Per questo motivo, la rilevazione dei 
profili termogravimetrici permette di stimare la quantità di funzionalità introdotte sui CNTs; 
l’esempio riportato in figura 2.5 mostra come, seguendo il profilo differenziale (tracciato blu), sia 
possibile determinare nel profilo termogravimetrico (linea nera) il range di temperatura alla quale si 
verificano i fenomeni pirolitici. In questo caso, alla perdita in peso a che si verifica tra 125-380 °C 
(15%) si associa una stima del loading di gruppi carbossilici di 3.4 µmol·mg-1. 
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Figura 2.5 Profilo termogravimetrico (tracciato nero) e differenziale (tratteggiato blu) di ox-SWNTs (1.720 
mg) registrato tra 100 e 550 °C (incremento termico = 5 °C·min-1) sotto N2. 
 
2.2 Funzionalizzazione non covalente di ox-SWNTs con complessi dell’Europio200 
Grazie alle loro eccezionali proprietà di luminescenza, i complessi di ioni lantanidi trivalenti (lnIII) 
hanno attratto l’interesse della comunità scientifica per la loro possibile applicazione nei campi 
dell’elettronica e della biomedicina.201 Ad esempio, complessi di EuIII e TbIII sono impiegati come 
markers in saggi fluoroimmunologici, dove è richiesta una valutazione quantitativa degli antigeni 
presenti nelle matrici biologiche. Grazie all’intensa e duratura luminescenza di questi complessi, i 
segnali analitici provienienti dai saggi fluoroimmunologici risentono poco dell’interferenza dovuta 
alla matrice biologica.202 Inoltre, la produzione di una nuova generazione di tecnologie di imaging 
in vivo, richiede composti capaci di convertire in segnali luminosi le radiazioni elettromagnetiche a 
bassa frequenza, ad esempio quelle nel vicino infraarosso, dal momento che esse presentano elevato 
potere penetrativo dei tessuti biologici e sono dotate di basse energie associate. A tal fine, i 
complessi di ioni lantanidi trivalenti risultano quindi particolarmente attraenti.203 recentemente, Shi 
e collaboratori hanno riportato la funzionalizzazione delle pareti di MWNTs con cristalli di Y2O3 
dopati con lantanidi, mediante la semplice addizione di Y2O3 dopato con EuIII ad una sospensione 
acquosa dei MWNTs. Il complesso EuIII- Y2O3-MWNTs si è dimostrato capace di generare 
emissioni nell’infrarosso. Un lavoro simile è stato riportato anche da Wei e collaboratori, i quali 
hanno rivestito dispersioni di MWNTs in micelle di sodio-dodecilsolfato con nanoparticelle di EuF3 
e TbF3.204  
Sulla base di queste indicazioni è stato effettuato l’adsorbimento del complesso Eu(Phen)(DBM)3 
sulle superfici degli ox-SWNTs, in modo da ottenere il derivato [Eu(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs]. 
(figura 2.6) 
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Figura 2.6 Rappresentazione del complesso [Eu (Phen)(DBM)3·ox-SWNTs]. 
 
L’adsorbimento del complesso di EuIII sugli ox-SWNTs è stato condotto in MeOH mediante 
sonicazione (1 ora) e succesiva agitazione atemperatura ambiente per 16 ore degli ox-SWNTs. La 
filtrazione della sospensione risultante ha permesso l’isolamento di [Eu(Phen)(DBM)3·ox-
SWNTs], come polvere nera, la quale è stata estensivamente lavata sul filtro con MeOH, CHCl3 e 
CH2Cl2 (ca. 150 mL ciascuno), sino a quando nel liquido filtrato sono risultate assenti tracce di 
emissione da parte di Eu(Phen)(DBM)3.  
L’analisi termogravimetrica è stata scelta quale prima tecnica analitica per confrontare il complesso 
[Eu(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs] con gli ox-SWNTs ed il complesso Eu(Phen)(DBM)3 (figura 2.7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.7 Profili termogravimetrici integrali (a) e differenziali (b) di ox-SWNTs (5.031 mg,——), 
Eu(Phen(DBM)3) (1.05 mg, _---), ed [Eu (Phen)(DBM)3·ox-SWNTs] (1.08 mg, ····). 
 
Il profilo integrale in figura 2.7-a mostra una perdita di peso bifasica per [Eu(Phen)(DBM)3·ox-
SWNTs] nell’intervallo fra 470–880 K, cui corrisponde un ΔW di circa 30%. Tale perdita di peso, 
non osservata negli ox-SWNTs, è associata alla pirolisi del complesso Eu(Phen)(DBM)3): nel 
tracciato differenziale di [Eu(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs] (figura 2.7-b) si nota lo stesso andamento 
riscontrato per Eu(Phen)(DBM)3, con i due picchi relativi alle Tmax spostati a temperature 
leggermente inferiori. Tale abbassamento di Tmax potrebbe derivare dalla perdita di cristallinità del 
complesso di EuIII a seguito del suo adsorbimento sulle superfici dei ox-SWNTs. 
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Le proprietà di luminescenza del complesso [Eu(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs] sono state studiate in 
differenti matrici: il profilo di assorbimento elettromagnetico del complesso [Eu(Phen)(DBM)3·ox-
SWNTs] (figura 2.8), sia in soluzione (MeOH) sia in matrice polistirenica (PS) mostra chiaramente 
la presenza della specie Eu(Phen)(DBM)3. Le bande di assorbimento aventi massimi centrati a 270 
e 350 nm rappresentano, rispettivamente, i tipici segnali dei ligandi fenantrolinici (Phen) e 
dibenzoilmetanici (DBM). La rilevazione dei tipici segnali dei CNTs nel vicino infrarosso è 
risultata invece difficoltosa a causa dell’opacità dei campioni. L’intensa fotoluminescenza dell’EuIII 
di [Eu(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs] e Eu(Phen)(DBM)3, è rilevabile nelle loro dispersioni in matrici 
polistireniche (particolare in figura 2.8-b). I ligandi coordinati all EuIII agiscono sui suoi stati di 
emissione, come confermato dal profilo dello spettro di eccitazione (λem= 614 nm) che si 
sovrappone in gran parte a quello di assorbimento.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.8 Spettri di assorbimento (riquadri principali) ed emissione (particolari in dettaglio) di [Eu 
(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs] (——) e ox-SWNTs (····) in MeOH (a) ed in matrice polistirenica (b.) 
 
Nella matrice polistirenica risulta difficile misurare con accuratezza la resa quantica (rapporto tra i 
fotoni emessi per fluorescenza e i fotoni assorbiti, per unità di tempo), ma i tempi di semi-vita 
osservati (0.5 ms in entrambe le matrici) sono consistenti con i valori riportati in letteratura per 
dispersioni di complessi di EuIII in solidi.205 Nelle soluzioni in MeOH, la resa quantica di 
Eu(Phen)(DBM)3, ottenuta utilizzando il comlpesso [Ru(bpy)3Cl2] quale riferimento, risulta 
inferiore a quelle determinata nella matrice polistirenica; anche il relativo decadimento del tempo di 
semivita, strettamente correlato con l’intensità di emissione, mostra lo stesso andamento, a 
conferma che solventi prototopici come MeOH riducono gli stati di emissione dell’ EuIII (attraverso 
accoppiamento degli oscillatori O-H o C-H). 206 Nel caso di [Eu(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs] non è 
possibile misurare la resa quantica di emissione, poichè è ignota la precisa quantità di EuIII 
adsorbito sugli ox-SWNTs; ciononostante i tempi di decadimento di questa specie sono risultati 
uguali a quelli di Eu(Phen)(DBM)3, entro l’errore sperimentale. Si può quindi concludere che la 
presenza degli ox-SWNTs in [Eu(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs], sia durante le analisi in MeOH, sia 
nella matrice polistirenica, non influenza negativamente la luminescenza propria degli ioni EuIII. 
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Difatti le transizioni elettroniche dei lantanidi avvengono attraverso gli orbitali 4f , i quali sono 
efficacemente schermati dagli orbitali periferici 5s e 4p, risultando quindi protetti dal potenziale 
effetto di quenching dato dagli elettroni degli ox-SWNTs. 
La spettroscopia Raman è considerata una delle migliori tecniche per la caratterizzazione di derivati 
dei CNTs, dal momento che dall’analisi delle caratteristiche spettrali si possono dedurre sia 
informazioni relative alla struttura dei CNTs sia a riguardo della loro interazione con altri 
materiali.207 In particolare, i modi di vibrazione radiale (Radial Breathing Modes, RBM) 
costituiscono l’ ”impronta digitale” dei CNTs e permettono inoltre di stimare distribuzione dei 
diametri e chiralità dei nanotubi presenti nei campioni. La figura 2.9 riporta gli spettri Raman di ox-
SWNTs, Eu(Phen)(DBM)3 e [Eu(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs], a seguito dell’eccitazione dei 
campioni a 633 nm ((a) e(b)) e 488 nm ((c) e(d)). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.9 Spettri Raman a seguito di eccitazione a 633 nm ((a) e (b)) o a 488 nm ((c) e(d)) di ox-SWNTs 
(-----), Eu(Phen(DBM)3) (——) e [Eu (Phen)(DBM)3·ox-SWNTs] (——). Viene riportata l’assegnazione 
degli indici chirali in relazione alle transizioni dei nanotubi a carattere metallico (M) o semiconduttore (S).  
.. 
Gli spettri Raman mostrano chiaramente la presenza del complesso di EuIII in [Eu 
(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs], con tutte le caratteristiche spettrali proprie delle due specie. Gli spettri 
(b) e (d) riportano la regione spettrale dove avvengono i RBM; le condizioni di risonanza 
permettono di osservare gli ox-SWNTs a carattere metallico, nello spettro eccitato a 633 nm, e 
quelli semiconduttori, nello spettro eccitato a 488 nm. In entrambi i casi le frequenze dei RBM sono 
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spostate a frequenze più elevate, rispetto a quanto riscontrato per gli ox-SWNTs. Di solito questo 
fenomeno è associato a funzionalizzazione covalente degli ox-SWNTs o alla formazione di forti 
interazioni fra la struttura aromatica dei CNTs ed altre molecole organiche.208 Questa osservazione 
supporta l’assunzione di una forte interazione instauratasi fra il complesso di EuIII ed gli ox-
SWNTs.  
I campioni di [Eu(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs] sono stati caratterizati anche mediante microscopia 
TEM e STEM (Scanning Transmission Electron Microscopy). La caratterizzazione TEM (figura 
2.10) mostra la presenza di due principali componenti, ovvero un’insieme di particelle sferoidali ed 
aggregati di ox-SWNTs. Le particelle sferoidali possiedono un diametro medio di pochi decimi di 
µm, mentre la larghezza degli agglomerati di ox-SWNTs è compresa entro alcune decine di nm. La 
composizione delle particelle sferoidali è stata determinata attraverso registrazione dello spettro 
EDX (Energy Dispersive X-ray analysis), mediante il rilevatore a dispersione di energia (EDS) 
connesso alla sonda del TEM (figura 2.10). Nonostante la presenza di alcune tracce degli elementi 
Ni e Cu che derivano dala forte irradiazione della griglia TEM da parte del rilevatore, è possibile 
osservare chiaramente la presenza degli elementi Eu, C ed O. Questo significa che le particelle 
sferoidali adese agli ox-SWNTs sono agglomerati che contengono Eu(Phen)(DBM)3.  
Figura 2.10 Immagine TEM (sinistra) ed analisi EDX delle particelle sferoidali agglomerate sui ox-SWNTs 
in e [Eu (Phen)(DBM)3·ox-SWNTs]. 
 
Per confermare ulteriormente la presenza del complesso di EuIII sugli ox-SWNTs in [Eu 
(Phen)(DBM)3·ox-SWNTs] la caratterizzazione STEM è stata condotta utilizzando un rilevatore 
ADF (Annular Dark Field Detector). Le immagini STEM registrate in questa modalità permettono 
di valutare il contrasto in relazione allo spessore ed al tipo di elementi chimici presenti nel materiale 
analizzato: si possono quindi osservare con cotrasti elevati le porzioni più spesse e/o costituite da 
elementi a numero atomico elevato e viceversa. Nella figura 2.11 tutte le componenti del deposito 
sono osservabili, sia le particelle sferoidali (a contrasto elevato) sia gli ox-SWNTs aggregati (a 
  - 72 -    
basso contrasto). Da queste figure risalta la presenza di componenti molto spesse, in relazione 
all’asse Z) al di sopra degli aggregati di ox-SWNTs. Difatti, avendo gli agglomerati sferoidali 
diametri maggiori a 3 nm, risulterebbe difficile la loro localizzazione all’interno degli ox-SWNTs, i 
quali possiedono cavità interne con diametri inferiori ai 2 nm. Anche in questo caso gli agglomerati 
sono stati analizzati mediante analisi elementare tramite spettroscopia a raggi X. Le figure 2.11 (b) 
e (c) riportano l’analisi elementare rispettivamente di una porzione di un’agglomerato sferoidale e 
di agglomerati di ox-SWNTs. 
 
[Figura 2.11 Immagine STEM (a) di [Eu (Phen)(DBM)3·ox-SWNTs]. (b) spettro a raggi X di agglomerato 
sferico sopra gli ox-SWNTs (porzione 1 in immagine(a)) e di ox-SWNTs (porzione 2 in (a)).  
 
Dall’analisi elementare risulta chiaramente che gli agglomerati contengono il complesso 
Eu(Phen)(DBM)3.  
In conclusione, è stato descritto il primo esempio di adsorbimento di un complesso di EuIII sulla 
superfice di ox-SWNTs, attraverso interazioni idrofobiche, a seguito della sospensione dei due 
componenti in MeOH. La morfologia delle superfici degli ox-SWNTs e le proprietà fisiche del loro 
complesso con EuIII sono state caratterizzate mediante molteplici tecniche analitiche, sia 
spettroscopiche sia microscopiche. In particolare, le immagini STEM confermano che il complesso 
di EuIII aderisce alle superfici degli ox-SWNTs, che diventano di conseguenza luminescenti, come 
dimostrato dagli esperimenti di spettroscopia di emissione. Tali indagini hanno dimostrato che la 
presenza degli ox-SWNTs non altera la luminescenza propria di EuIII, aprendo la strada a nuovi 
materiali luminescenti che mantengono le proprietà elettroniche fondamentali degli ox-SWNTs. La 
spettroscopia Raman mostra un chiaro spostamento delle frequenze a cui avvengono i RBM, a 
indicazione della formazione di una forte interazione fra il complesso di EuIII e gli ox-SWNTs.  
In linea di principio, questo tipo di derivati di CNTs può trovare impiego nella produzione di mezzi 
di contrasto dal momento che, mediante opportune derivatizzazioni dei CNTs, possono essere 
solubilizzati in soluzioni acquose.41 
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2.3 Produzione di ox-CNTs209 
Partendo da campioni di CNTs (pristine CNTs) contenenti nanotubi a parete doppia (DWNTs) ed 
una certa frazione di nanotubi a parete multipla (MWNTs), a seguito della procedura ossidativa 
riportata in figura 2.12 sono stati ottenuti campioni di ox-CNTs. L’ossidazione dei CNTs è stata 
effettuata attraverso un primo step, consistente nel riflusso dei CNTs in H2O2 (15%) per 3 ore; 
questo trattamento determina la distruzione dele estremità fullereniche, proprie dei CNTs grezzi, e 
l’accorciamento dei CNTs attraberso l’ossidazione dei difetti presenti lungo la loro struttura. A 
seguito di lavaggio con HCl, necessario per rimuovere le particelle residue di catalizzatore ed altri 
frammenti carboniosi, sono stati ottenuti CNTs accorciati (shorthened CNTs, sh-CNTs) con rese 
nell’ordine del 50 -70% (peso/peso). Il secondo step prevede invece il trattamento dei sh-CNTs a 
450 °C in aria per 45 minuti, in modo da massimizzare la rottura dei terminali fullerenici e ridurre 
ulteriormente il contenuto di materiale carbonaceo amorfo.  
 
 
 
 
Figura 2.12 Procedura per la sintesi di ox-CNTs. 
 
In questo modo sono stati ottenuti gli ox-CNTs. Non si può ecludere che queste condizioni abbiano 
determinato un’ulteriore moderato accorciamento dei sh-CNTs, come riportato a seguito 
dell’applicazione di simili condizioni di ossidazione.210  
L’analisi termogravimetrica è stata impiegata quale prima tecnica analitica per la caratterizzazione 
dei campioni di sh-CNTs e ox-CNTs;211-213 I risultati sono riportati in figura 2.13 sia come profili 
integrali sia come profili differenziali. La figura 2.13 riporta le differenze di perdita di peso che si 
riscontrano in ox-CNTs e in sh-CNTs, a conseguenza dei cambiamenti strutturali e di composizione 
che accompagnano la progressiva ossidazione dei CNTs; la figura 2.13 mostra tre distinti intervalli 
di temperatura nei quali avviene la decomposizione dei campioni di CNTs. Nel range fra 400 e 625 
K, si può osservare la perdita di peso dovuta alla pirolisi dei gruppi carbossilici: sia i CNTs grezzi 
sia gli sh-CNTs mostrano un simile contenuto di gruppi carbossilici (5% di perdita di peso, ≈ 1.14 
µmol COOH·mg-1), a conseguenza delle blande condizioni di ossidazione del primo step. A seguito 
del secondo step di ossidazione si osserva invece una riduzione della presenza di frammenti 
carbonacei carbossilati e di gruppi COOH sui ox-CNTs, dal momento che la perdita di peso a 625 K 
è limiata all’ 1.14% (0.32 µmol COOH·mg-1). Nel range di temperatura fra 650 e 1050 K solamente 
i pristine CNTs mostrano rilevante perdita di peso (17%), la quale risulta probabilmente associata 
alla dcomposizione delle impurezze di tipo metallico e carbonioso; nei campioni di sh-CNTs ed ox-
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CNTs tale andamento risulta di molto limitato (6.5% e 3% rispetivamente), come confermato dalle 
analisi di spetroscopia Raman. Infine, le temperature di accensione, alle quali inizia la 
decomposizione della struttura tubolare dei CNTs, risultano simili per tutti e tre i campioni, 
manifestandosi nel range fra 1125 e 1150 K. 
Figura 2.13 Profili termogravimetrici integrali (——) e differenziali (- - - -) di pristine CNTs (sinistra), sh-
CNTs (al centro) e ox-CNTs (destra).  
 
L’analisi dei campioni di sh-CNTs e ox-CNTs attraverso spettroscopia Raman permete di ottenere 
indicazioni riguardanti il tipo e le proprietà dei nanotubi e delle impurezze presenti nei singoli 
campioni. I difetti e le impurezze ad origine carboniosa vengono studiate sulla base della banda D a 
≈ 1'330 cm-1 nello spettro Raman: alla sua intensità si collega la concentrazione di nanotubi nel 
campione. Il tipo di nanotubi prsente nei campioni può essere invece studiato attraverso l’analisi dei 
RBM: questa porzione risulta di particolare interesse nel campo dei DWCNTs, poichè permette di 
discriminare fra nanotubi esterni ed interni. Consierando che il diametro dei nanotubi è maggiore di 
0.6 nm e che la differenza di diametro fra nanotubi esterni ed interni è di circa 0.68-0.72 nm, si può 
concludere che le vibrazioni al di sopra dei 190-200 cm-1 originano dalle pareti esterne e a quelle 
interne dei nanotubi a diametro elevato. Lo spettro Raman di pristine, sh e ox-CNTsThe Raman 
spectra of pristine-, sh-, and ox-CNT registrato a 633 nm, è riportato in figura 2.14. Tutti gli spettri 
sono stati normalizzati rispetto alla banda G a 1588 cm-1, la quale è collegata ai modi di vibrazione 
tipici dei sistemi grafenici quali le superfici intatte dei CNTs. Nella figura 2.14-a si può osservare la 
diminuzione dell’intensità della banda D, sia a seguti dell’accorciamento, sia a seguito dell’ulteriore 
ossidazione. Dal momento che tali passaggi introducono difetti sulla struttura dei CNTs, l’intensità 
di tale banda dovrebbe crescere anzichè diminuire; ciononostante, la riduzione della sua intensità è 
collegabile alla purificazione dal materiale carbonioso operata dal trattamento ossidativo (dettaglio 
in figura 2.14-a). Questa evidenza è in accordo con le indicazioni ottenute dalle indagini TGA, le 
quali hanno mostrato un’aumento della purezza in termini di contenuto in nanotubi sia in sh-CNTs, 
sia negli ox-CNTs. Lo spettro Raman in figura 2.14-b si nota invece la variazione della regione 
RBM; in particolare si può osservare un chiaro decremento delle intensità delle frequenze relative 
alle bande RBM proprie dei CNTs a carattere metallico (210 – 220 cm-1), a testimonianza della 
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maggiore reattività nei confronti dell’ossidazione da parte di queste specie. Sulla base di queste 
indicazioni anche le pareti interne dei ox-CNTs porterebbero difetti strutturali, in contrasto a quanto 
osservato a seguito di ossidazione di DWCNTs con permanganato.214 In questo caso, la variazione 
delle frequenze di RBM è consistente con l’avvenuto accorciamento dei nanotubi, che richiede sia 
attacco da parte degli ossidanti sia delle pareti esterne sia di quelle interne. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.14 Spettri Raman di pristine CNTs (——), sh-CNTs (——) e ox-CNTs (——). Sono riportati in 
dettaglio i profili incorrispondenza delle frequenze caratteristiche per la banda D (a) ed RBM (b). 
 
Tutti i campioni di CNTs sono stati sottoposti a caratterizzazioni microscopiche, mediante analisi 
TEM ad alta risoluzione (HR-TEM) ed AFM. Le analisi HRTEM sono state impiegate per 
verificare l’effettiva rimozione delle terminazioni fullereniche sugli ox-SWNTs e l’avvenuto loro 
accorciamento. Dall’analisi degli oggetti rinvenuti sulle griglie TEM è stato possible confermare 
che la maggior parte degli ox-CNTs possiede terminazioni aperte, ed in particolare, tali osservazioni 
sono state riscontrate su nanotubi isolati. Nel caso di aggregati di nanotubi, invece, sono state 
ritrovate sia terminazioni aperte sia perfettamente chiuse. Nell’immagine di sinistra in figura 2.15, è 
possibile osservare l’estremità aperta di un ox-DWCNT, la quale risulta parzialmente riempita da un 
materiale di tipo carbonioso. Tale evidenza è stata riscontrata in molti altri ox-DWCNTs isolati.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.15 Caratterizzazione HRTEM di ox-CNTs. 
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In letteratura sono state riportati molti studi riguardanti la possibilità di purificare e/o accorciare i 
nanotubi mediante ossidazione, tuttavia pochi di questi lavori hanno riportato una dettagliata 
caratterizzazione di lunghezze e diametri.36, 210 Questi aspetti strutturali sono tuttavia di enorme 
importanza, in quanto la distribuzione delle lunghezze dei nanotubi influenza fortemente le loro 
proprietà chimico-fisiche, determinando o meno la possibilità di impiegare derivati di CNTs in 
diversi settori tecnologici.Per valutare la distribuzione delle lunghezze degli ox-SWNTs è stata 
condotta una valutazione statistica dei valori ottenuti mediante caratterizzazione TM-AFM di 
dispersioni degli ox-CNTs depositate su superfici di Silicio(111). In questo modo sono stati 
analizzati molteplici campioni di ox-CNTs e sono state ottenute molte immagini come quelle 
riportate in figura 2.16. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.16 Immagini rappresentative ottenute a seguito di TM-AFM di ox-CNTs depositati su Silicio(111). 
 
Utilizzando il software WSxM 2.1 (Nanotec Electronica, Spagna) è stato possibile valutare altezze e 
diametri edgli oggetti depositati sulle superfici. Sulla base dei valori di diametro medio riportato dal 
produttore dei pristine CNTs (3.5 nm) gli oggetti depositati sulle superfici sono stati classificati in 
due gruppi: tutti gli oggetti con sezioni minori a 7 nm sono stati classificati come ox-DWCNTs o 
ox-MWCNTs isolati, mentre gli oggetti aventi sezioni maggiori non sono stati presi in 
considerazione, poichè associati a ox-DWCNTs o ox-MWCNTs aggregati.  
Solo gli oggetti classificati come ox-CNTs isolati sono stati misurati in lunghezza, per un totale di 
400 valori raccolti. Tali valori sono stati la base per l’esecuzione dell’analisi statistica i cui risultati 
sono riportati nella tabella 2.1. 
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Figura 2.16 Risultati dell’analisi statistica condotta sui valori delle lunghezze di 400 ox-CNTs: 
rispettivamente, media aritmetica, media ponderata, deviazione standard, errore standard sulla media, 
basso, medio ed alto quartile.  
 
Sulla base dei dati forniti dal produttore le lunghezze dei pristine CNTs possono variare nel range 1 
-10 µm. Dopo il trattamento ossidativo, sia la media aritmetica sia quella ponderata scendono 
rispettivamente ai valori di 534.13 e 537.35 nm. Dei 400 ox-CNTs misurati, 383 sono risultati più 
corti di 1 µm e solo un basso numero di ox-CNTs ha mostrato lunghezze superiori al µm. A causa 
di tali valotri, sia la deviazione standard sia l’errore standard sulla media risultano elevate. Il valore 
associato all’alto quartile si attesta a 710 nm, indicando che il 75% degl iox-CNTs possiede 
lunghezze inferiori a tale valore. Le informazioni riportate nella tabella 2.1 diventano più 
comprensibili dall’osservazione dell’istogramma di frequenza assoluta riportato in figura 2.17-a, 
dove la frequenza delle lunghezze osservate è riportata in funzione delle classi dimensionali 
progressive: in tale figura si osserva un’andamento bimodale della distribuzione delle lunghezze. Le 
frequenze più elevate si osservano per ox-CNTs con lunghezze comprese fra 200 e 400 nm. 
L’isogramma cumulativo delle frequenza riportato in figura 2.17-b mostra invece che il 90% degli 
ox-CNTs misurati appartiene a classi dimensionali associate a lunghezze inferiori al µm.  
Ogni processo ossidativo a carico dei CNTs determina effetti più o meno marcati riguardo alla 
rimozione delle particelle di catalizzatore e le impurezze carboniose, accorciamento e distruzione 
dei CNTs ed introduzione di gruppi carbossilici sulle loro estremità e pareti. Il rapporto fra l’entità 
di questi effetti è influenzato da molteplici fattori, quali le proprietà dei campioni grezzi di CNTs, la 
reattività degli agenti ossidanti impiegati, ed ovviamente le combinazioni di temperature e tempi in 
cui avviene l’ossidazione. Tutti i risultati analitici e statistici discussi in questa sezione confermano 
che le condizioni di ossidazione relativamente blande effettuate a carico dei pristine CNTs hanno 
determinato una riduzione controllata delle lunghezze dei nanotubi. Il blando ossidante utilizzato 
(soluzione 15% H2O2) e le condizioni di reazione (100 °C 3 ore) utilizzate rappresentano un’ottima 
strada per l’ottenimento di ox-CNTs che risultino accorciati ed aperti alle loro estremità. Difatti, 
condizioni ossidanti più forti (ad esempio uso di HNO3 o H2SO4) determinano una forte perdita di 
materiale per estensiva decomposizione. Attraverso le indagini HR-TEM è stato dimostrato che la 
maggior parte dei ox-CNTs risultano aperti alle loro estremità, il che permette di utilizzare le loro 
cavità interner per effettuare funzionalizzazione non covalente endoedrica (vedi paragrafo 1.5.3).  
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2.4 Funzionalizzazione di ox-SWNTs con amine organiche 
La funzionalizzazione di ox-SWNTs con piccole molecole organiche, dotate di gruppi aminici o 
alcolici, genera, a seconda delle funzionalità introdotte, coniugati covalenti solubili in alcuni 
solventi organici, quali dimetilformammide (DMF) dimetilsolfossido (DMSO) e cloroformio 
(CHCl3). La solubilizzazione permette di studiare le proprietà dei coniugati tramite differenti 
tecniche analitiche in soluzione, quali spettroscopia UV-Vis-NIR, fluorimetria e spettroscopia 1H-
NMR. Inoltre l’inserimento di opportuni gruppi funzionali sui derivati di ox-SWNTs amplia il 
numero di reazioni effettuabili per la loro modificazione.  
Nel nostro caso, i gruppi carbossilici degli ox-SWNTs sono stati attivati ad esteri dell’N-idrossi-
succinimide (ox-SWNTs-OSu) e sottoposti a reazione con le specie riportate in figura 2.17. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.17 Schema per l’attivazione dei gruppi carbossilici di ox-SWNTs e conseguente formazione di 
amidi. In basso sono tiportate le strutture delle amine (IIV) impiegate per la coniugazione agli ox-SWNTs-
OSu. 
 
L’amina I (L-fenilalanina-tert-butilestere, HCl·H-Phe-O-tBu) è reperibile commercialmente, II 
(HCl·H-TEG-NH-Boc), III (HCl·H-Phe-Phe-OMe9 e IV (linker) sono state sintetizzate. La scelta di 
queste strutture quali specie da coniugare agli ox-SWNTs dipende da diversi motivi:  
1. queste molecole possono solubilizzare gli ox-SWNTs in solvente organico, possono essere 
rimosse dall’ambiente di reazione con semplici work-up in soluzioni acquose e la loro 
rimozione può essere seguita attraverso un test specifico (rilevazione delle amine primarie, 
test qualitativo della ninidrina).  
2. Esse possiedono gruppi protettori delle funzionalità aminiche (tert-butilossicarbonil I,II e 
IV) e carbossiliche (metilestere) che possono essere rimossi per effettuare ulteriori 
modificazioni strutturali.  
3. I gruppi protettori, le porzioni aromatiche, le catene alchiliche ed etilenglicoliche presenti 
nelle amine danno origine a segnali caratteristici in zone ben definite negli spettri 1H-NMR. 
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La reazione tra gli ox-SWNTs e le amine IIV ha permesso di ottenere rispettivamente i 
coniugati ox-SWNTs-Phe-tBu, ox-SWNTs-TEG-NH-Boc, ox-SWNTs-Phe-Phe-OMe e ox-
SWNTs-linker. Dopo la coniugazione, l’eccesso di amine è stato rimosso attraverso work up 
acquoso. La procedura di purificazione si è basata sulla differente solubilità delle amine e dei 
coniugati ox-SWNTs in determinati solventi: i coniugati sono insolubili in Et2O e H2O, quindi 
sono stati isolati a seguito di dispersione in DMF, precipitazione in Et2O, ri-dispersione in DMF 
e precipitazione in H2O. La completa rimozione delle amine non reagite è stata seguita 
attraverso test della ninidrina (Kaiser test qualitativo): dopo due cicli di purificazione il saggio 
ha evidenziato la completa assenza di gruppi aminici liberi nei derivati ox-SWNTs (figura 2.18). 
 
. 
 
 
 
Figura 2.18 Procedura per la purificazione dei coniugati ox-SWNTs. 
 
I coniugati sono stati in seguito sottoposti ad analisi termogravimetrica, in modo da quantificare il 
livello di funzionalizzazione. La figura 2.19 riporta i profili normali e differenziali di ox- SWNTs 
(a), ox-SWNTs-Phe-tBu (b), ox-SWNTs-TEG-NH2 (c) e amina I (d), per confronto.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.19 Tracciati normali (—) e differenziali (--) di ox-SWNTs (1.720 mg, (a)), ox-SWNTs-Phe-O-tBu 
(1.732 mg, (b)), ox-SWNTs-TEG-NH-Boc (2.954 mg, (c)) e HCl·H-Phe-O-tBu (2.731 mg, (d)), registrati 
sotto flusso di N2 (20 ml·min-1) con un’incremento termico di 5°C·min-1. 
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I profili termici differenziali permettono di rilevare i range di temperatura nei quali avvengono i 
processi pirolitici: il profilo termico differenziale di ox-SWNTs evidenzia la principale perdita di 
peso nel range compreso tra 125 e 380 °C, dovuta alla decarbossilazione; la perdita in peso 
associata (15%) corrisponde ad un livello di funzionalizzazione di circa 3.4 µmol·mg-1, 
corrispondente ad un gruppo carbossilico ogni 20 atomi di carbonio degli ox-SWNTs. Il profilo 
termico differenziale di ox-SWNTs-Phe-tBu presenta due range in cui avviene la decomposizione, 
il primo compreso tra 120 e 275 °C (15% di perdita di peso) e il secondo tra 280 e 450 °C (perdita 
di peso complessiva = 27,5%). Il derivato ox-SWNTs-TEG-NH-Boc mostra lo stesso tipo di 
comportamento (figura (c), con la prima pirolisi che avviene tra 120 e 275 °C (16% di perdita di 
peso) e la seconda tra 276 e 480 °C (perdita di peso totale = 30%). E’ probabile che per entrambi i 
derivati la prima decomposizione sia dovuta alla sovrapposizione di due eventi pirolitici, la parziale 
decarbossilazione degli ox-SWNTs e la pirolisi dei gruppi tert-butilici. E’ difatti noto che queste 
funzionalità possono essere rimosse per trattamento termico dei derivati protetti, a temperature 
superiori ai 130 °C. Sulla base di questi dati sono stati stimati livelli di funzionalizzazione di 1.0 e 
1.1 µmol·mg-1 per ox-SWNTs-Phe-tBu e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc rispettivamente. In alternativa, 
è stato calcolato il livello di funzionalizzazione dei coniugati considerando solamente il secondo 
range di perdita di peso; in questo caso si è assunto che tale perdita sia dovuta alla pirolisi dei 
gruppi protettivi presenti sulle frazioni organiche dei coniugati ox-SWNTs. Sulla base di questa 
assunzione, il livello di funzionalizzazione calcolato risulta pari a 1.1 e 1.4 µmol·mg-1 per per ox-
SWNTs-Phe-tBu e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc rispettivamente. Questi valori sono più alti di quelli 
ottenuti a seguito del primo metodo di calcolo:il secondo range di temperatura in cui si ha pirolisi 
comprende anche una parte della perdita di peso propria degli ox-SWNTs. Tutte queste assunzioni 
sono supportate da alcune evidenze: le amine di partenza, I (figura (b), mostrano perdita in peso in 
due range di temperatura distinti, a conseguenza della pirolisi differenziale dei tert-butil-esteri dalla 
restante porzione organica. Inoltre, considerando la perdita di peso complessiva dei derivati, 
sommando le due perdite di peso, si ottengono livelli di funzionalizzazione di 1.2 e 1.1 µmol·mg-1 
per ox-SWNTs-Phe-tBu e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc rispettivamente. Sulla base di queste stime, la 
resa nella formazione di legami amidici è approssimativamente del 30% (20% nel caso di ox-
SWNTs-Phe-Phe-OMe), come atteso a seguito della modalità di attivazione dei carbossili 
impiegata. I risultati delle analisi TGA sono riassunti in tabella 2.2. 
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 ox-SWNTs ox-SWNTs-Phe-O-tBu ox-SWNTs-TEG-NH-Boc ox-SWNTs-Phe-Phe-OMe 
I range 
decomposizione 
perdita di peso 
- 120-275 °C 15,0% 
120-275 °C 
16,0% - 
II range di 
decomposizione - 280-450 °C 276-480 °C - 
Range di 
decomposizione 
complessiva 
e perdita di peso 
125-380 
°C 
15,0% 
120°-450 °C 
27,5% 
120-480 °C 
30,0% 
120-450 °C 
25,1% 
Livello di 
funzionalizzazione 
(µmol·mg-1) 
3,4 1,2 1,1 0,71 
Tasso di 
conversione dei 
carbossilati 
- 35% 32% 21% 
Tabella 2.2 Riassunto delle analisi TGA dei coniugati ox-SWNTs. 
 
I dati TGA indicano che la quantità di funzionalità organiche inserite sui ox-SWNTs è molto bassa, 
nel range tra nmol·mg-1 e µmol·mg-1. Tale livello di gruppi funzionali in un materiale scarsamente 
solubile richiederebbe l’impiego di tecniche analitiche molto sensibili, quali microscopie a 
risoluzione atomica (STM,199 Z-STEM e HRTEM200), per la loro rilevazione e localizzazione. 
Ciononostante, uno degli obiettivi dell’attività di ricerca è stato stabilire la derivatizzazione 
covalente dei ox-SWNTs utilizzando tecniche di spettroscopia NMR, In particolare si è voluto 
confrontare i dati risultanti dalle analisi di spettroscopia NMR con quelli risultanti dalle 
caratterizzazioni microscopiche (AFM, TEM) e di spettroscopia IR. I dati IR sono stati usati per 
verificare l’avvenuta derivatizzazione degli ox-SWNTs (figura 2.20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.20 Spettri IR di ox-SWNTs-Phe-tBu ((····), (a)), ox-SWNTs TEG-NH2 ((----), (b) e ox-SWNTs ((——
),(c)) da dispersioni in KBr ed analisi in trasmittanza. 
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Il basso grado funzionalizzazione dei coniugati di ox-SWNTs permette di rilevare solamente alcuni 
dei segnali caratteristici delle amine introdotte: ad esempio lo spettro di ox-SWNTs-Phe-O-tBu 
(2.20-a) evidenzia due segnali allargati a 3000 e 3400 cm-1 che possono essere assegnati 
rispettivamente allo stretching N-H di CONH ed allo stretching O-H di COOH. In entrambi gli 
spettri dei coniugati è inoltre presente una spalla, centrata a 1640 cm-1 che potrebbe essere legata 
allo stretching di CONH, e supportare quindi l’avvenuta formazione di amidi tra le due specie. Lo 
spettro di ox-SWNTs-TEG-NH-Boc (2.20-b) mostra un’incremento dei segnali a 2900-3000 cm-1, 
relativi ai gruppi metilenici presenti in H-TEG-NH-Boc.  
La solubilità in DMSO di alcuni dei derivati ox-SWNTs è stata determinata attraverso il metodo 
descritto da Holtzinger e collaboratori, risultando pari a 0.88 e 0.83 mg·mL-1 per ox-SWNTs-Phe-
tBu e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc rispettivamente. Di conseguenza, tali derivati sono stati analizzati 
attraverso spettroscopia 1H-NMR in d6-DMSO. Lo spettro 1H-NMR di alcuni coniugati (ox-
SWNTs-Phe-tBu e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc) e delle amine corrispondenti (I e II) è riportato in 
figura 2.21.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.21 Spettri 1H-NMR di amina I (a) amina II (b), ox-SWNTs-Phe-tBu (c) e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc 
(d). 
 
Come atteso, la scarsa solubilità dei derivati di ox-SWNTs e il basso livello di gruppi funzionali 
introdotti hanno determinato spettri caratterizzati dalla forte interferenza dei segnali dei solventi 
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(2.50 ppm = DMSO, 3.30 ppm = H2O) che nascondono alcuni segnali propri delle amine. 
D’altrocanto, nello spettro di ox-SWNTs-Phe-tBu sono chiaramente visibili i due sengali allargati e 
relativamente intensi del tert-butile (1.28 ppm) e del fenile (7.23 ppm), in porzioni dello spettro 
prive di interferenza. Il rapporto di integrazione tra questi segnali è pari a 9 a 5, come atteso. 
l’allargamento dei segnali osservabile negli spettri dei coniugati deriva dalla concomitanza di due 
effetti: la modifica del tempo di rilassamento trasversale (T2), dovuta alla coniugazione delle amine 
ad una macromolecola.63 e l’influenza sulle proprietà magnetiche delle amine coniugate da parte 
delle disomogenee proprietà elettroniche di pareti e estremità degli ox-SWNTs.48 lo spettro di ox-
SWNTs-TEG-NH-Boc evidenzia i segnali del gruppo tetrt-butile a 1.30 ppm, mentre i segnali delle 
catene trietileneglicoliche (TEG) sono completamente nascosti dai segnali del solvente.  
I coniugati ox-SWNTS sono stati quindi sottoposti ad analisi 1D-DOSY per verificare 
l’applicabilità di questa tecnica nella caratterizzazione di derivati di CNTs.  
Dal momento che in un esperimento DOSY la temperatura è mantenuta costante e la concentrazione 
dei soluti è nota, e normalmente bassa per evitare effetti legati alla viscosità, il coefficente di 
diffusione dipende delle specie in soluzione dipende solamente dal loro raggio idrodinamico Rh 
(equazione (11)).  
(11) D=K/Rh  
Considerati i valori di lunghezza e diametro ottenuti per gli ox-SWNTs (180 nm e 0.9 nm 
rispettivamente),199 ci si aspetta una marcata differenza dei coefficienti di diffusione delle due 
specie che interagiscono, ox-SWNTs e amine eventualmente non coniugate covalentemente. 
L’intensità di gradiente di campo e il tempo dell’intervallo di diffusione tramite i quali si attenuano 
i segnali delle amine libere durante un esperimento 1D-DOSY sono stati determinati prima 
dell’analisi dei coniugati in questo modo: soluzioni 4 µM delle amine di partenza sono state 
sottoposte alla determinazione dell’intensità assoluta dei loro segnali NMR, durante la registrazione 
di un’array di spettri, ognuno registrato con un determinato valore di gradiente pulsato (figura 
2.22).  
l’analisi dell’intensità assoluta di tali spettri ha indicato che con intervalli di diffusione pari a 200 
msec, per gradienti di campo maggiori a 34.1 G·cm-1, per l’amina I, e di 26.8 G·cm-1, per l’amina II, 
i segnali delle amine libere sono completamente attenuati e scompaiono sotto il livello del rumore. 
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Figura 2.22 Array di spettri 1D-DOSY delle soluzioni in d6-DMSO di amina I (HCl·H-Phe-O-tBu dopo 19 
incrementi del gradiente pulsato di campo magnetico, da 1.6 a 36.2 G·cm-1, sinistra) e amina II (H2N-TEG-
NH-Boc, dopo 6 incrementi del gradiente pulsato di campo magnetico, da 1.6 a 33.1 G·cm-1, destra). 
 
In accordo all’equazione (9), l’attenuazione dei segnali osservati è funzione dell’intensità del PFG e 
della concentrazione di amine libere: i derivati ox-SWNTs-Phe-tBu e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc 
possiedono solubilità in DMSO < di 0.9 mg·mL-1 e funzionalizzazione di ≈ 1 µg·mmol-1, mentre per 
settare i parametri DOSY lsono state usate soluzioni di amine libere ≈ 4 µM. Questo significa che i 
segnali provenienti da eventuali ammine libere nei campioni dei coniugati risulterebbero soppressi 
dai loro spettri 1D-DOSY. Quindi, negli spettri dei coniugati i segnali delle amine I, II, III e IV 
possono essere rilevati solamente se è avvenuta formazione di legami ammidici tra le due specie, 
con conseguente cambiamento (rallentamento) del comportamento diffusivo delle amine coniugate. 
 Una volta settati i parametri DOSY (intervallo di diffusione = 200 msec, lunghezza impulso 
gradiente lungo Z =100 msec) i derivati di ox-SWNTs sono stati analizzati con intensità di gradienti 
pulsati superiori a quanto richiesto per sopprimere i segnali delle amine libere. Le figure 2.23-c e 
2.23-d riportano gli spettri 1D-DOSY di ox-SWNTs-Phe-tBu e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc in 
relazione ai loro spettri 1H.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.23 Spettri 1H-NMR di ox-SWNTs-Phe-tBu (a) e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc (b) e spettri 1-D-DOSY di 
ox-SWNTs-Phe-tBu ((c) a 36.5 G·cm-1) e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc ((d) a 42.6 G·cm-1). 
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 In entrambi gli spettri sono presenti i segnali delle amine coniugate, mentre quelli derivanti dai 
solventi sono stati fortemente attenuati rispetto agli equivalenti spettri al protone (2.23-a e 2.23-b). 
Nello spettro di ox-SWNTs-Phe-tBu (2.23-c), i segnali delle posizioni α e β soffrono di un basso 
rapporto segnale-rumore, a conseguenza del moderato livello di funzionalizzazione e della ridotta 
solubilità dei coniugati. Solo i segnali del tert-butilestere e dei protoni aromatici della fenilalanina 
risultano visibili. Nello spettro di ox-SWNTs-TEG-NH-Boc l’attenuazione dei segnali dei solventi 
permette la rilevazione anche del multipletto allargato delle catene trietilenglicoliche, centrato a 3.5 
ppm.  
Per confermare queste indicazioni, si riporta il confronto fra gli spettri 1H-NMR e 1D-DOSY della 
miscela fisica tra ox-SWNTs e HCl·H-Phe-O-tBu e lo spettro 1D-DOSY di ox-SWNTs-Phe-O-tBu 
(figura 2.24). La miscela fisica è stata preparata sulla base delle indicazioni di composizione di ox-
SWNTs-Phe-O-tBu ottenute mediante analisi TGA (72.5% ox-SWNTs, 27.5% HCl·H-Phe-O-tBu) 
ed è stata sonicata per 40 min, in modo da permettere l’interazione ionica tra le due specie. 
Nonostante la sonicazione prolungata, nonè stato possibile ottenere i livelli di solubilizzazione degli 
ox-SWNTs ottenuti a seguito di derivatizzazione chimica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.24. Spettro 1H-NMR della miscela fisica fra ox-SWNTs e HCl·H-Phe-tBu (a) e corrispondente 
spettro 1D-DOSY ((36.5 G·cm-1 (b)). Spettro 1D-DOSY di ox-SWNTs-Phe-tBu, registrato at 36.5 G·cm-1 (c). 
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Lo spettro 1H-NMR della miscela fisica mostra i segnali definiti delle molecole di H-Phe-O-tBu no 
coniugate, o coniugate in modo non-covalente agli ox-SWNTs. A seguito della registrazione dello 
spettro 1D-DOSY, alle stesse condizioni impiegate per l’analisi del coniugato ox-SWNTs-Phe-O-
tBu, tali segnali scompaiono dallo spettro: nonostante le condizioni di preparazione della miscela 
fisica permettano l’interazione ionica tra le due specie, questo tipo di interazione prevede un rapido 
scambio tra le molecole di H-Phe-O-tBu coniugate in forma zwitterionica e quelle libere in 
soluzione. Per questo motivo nello spettro 1H-NMR della miscela fisica il segnale è assottigliato, a 
differenza di quello del coniugato che risulta invece di molto allargato. Per lo stesso motivo, la 
diffusione delle molecole di H-Phe-O-tBu nella miscela fisica può risultare solo lievemente 
rallentata, come conseguenza della veloce interazione con gli ox-SWNTs e non coincide con la 
bassa diffusione delle molecole di H-Phe-O-tBu coniugate agli ox-SWNTs. Conseguentemente, 
durante l’intervallo di diffusione tra i due gradienti pulsati,i segnali delle amine non coniugate 
vengono fortemente soppressi, ad ulteriore conferma della validità delle analisi 1-DOSY per 
discriminare coniugazione covalente sugli ox-SWNTs. 
. La figura 2.25 riporta lo spettro 1D-DOSY di ox-SWNTs-Phe-Phe-OH (derivante dall’idrolisi 
basica di ox-SWNTs-Phe-Phe-OMe, solubilità 0.75 mg·mL-1) in rapporto a quello di ox-SWNTs-
Phe-tBu (c) ed al dipeptide HCl·H-Phe-Phe-O-Me quale riferimento (a). Lo spettro NMR di tale 
coniugato dovrebbe mostrare unicamente i segnali dei protoni aromatici del dipeptie HCl·H-Phe-
Phe-OH. 
Nello spettro DOSY di ox-SWNTs-Phe-Phe-OH è visibile un multipletto centrato a 7.21 ppm, in 
analogia al DOSY di ox SWNTs-Phe-tBu. Inoltre i segnali delle posizioni α e β del dipeptide sono 
visibili a 3.22 ppm, La caratterizzazione di ox-SWNTs-linker verrà riportata in seguito nel capitolo 
4.3. 
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 Figura 2.25 Spettro 1H-NMR di amina III (a), spettri 1D-DOSY di ox-SWNTs-Phe-Phe-OH (b) e ox-SWNTs-
Phe-O-tBu (c), entrambi registrati con intensità di gradiente pari a 36.5 G·cm-1. 
 
Per confermare che i segnali osservati negli spettri 1H-NMR e 1D-DOSY provengono dai derivati 
solubilizzati di ox-SWNTs, le soluzioni sature in d6-DMSO sono state depositate su griglie di rame, 
in modo da caratterizzare il loro contenuto attraverso analisi TEM. In questo modo è stato possibile 
ottenere diverse immagini simili a quelle riportate in figura 2.26.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.26 Immagini TEM di griglie di rame su cui sono state depositate le soluzioni impiegate per le 
analisi NMR di ox SWNTs-Phe-tBu (sinistra) e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc (destra). La barra rappresenta una 
scala pari a 1µm. 
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in queste immagini si rileva la presenza di ox-SWNTs aggregati, con lunghezze di circa 1 µm e 
alcuni ox-SWNTs isolati, con lunghezze nell’ordine delle centinaia di nm. La presenza di molti 
nanotubi aggregati può essere conseguenza di molteplici fattori, quali le blande condizioni di 
reazione associate al coupling e all’elevata concentrazione di nanotubi nelle soluzioni sature. Non si 
può quindi stabilire con certezza se questi aggregati sono presenti nelle soluzioni (le quali non sono 
state sonicate prima della deposizione) o se si sono formati a conseguenza della lenta evaporazione 
durante la deposizione. Per rispondere a questo problema le stesse soluzioni sature sono state 
depositate, mediante spin-coating, su superfici di muscovite (mica) in modo da effettuare TM-AFM 
(Tapping Mode AFM): l’analisi TM-AFM permette di valutare con precisione le dimensioni 
(lunghezza ed altezza) degli oggetti presenti sulle superfici depositate. La figura 2.27 mostra due 
immagini di porzioni della superfice di mica depositate con le soluzioni sature di ox SWNTs-Phe-
tBu (sinistra) e ox-SWNTs-TEG-NH-Boc (destra) in d6-DMSO.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.27 Immagini TM-AFM di superfici di mica depositate con ox SWNTs-Phe-tBu (sinistra) e ox-
SWNTs-TEG-NH-Boc (destra). Le immagini sottostanti riportano i valori dell’altezza degli oggetti dalla 
superfice di mica, permettendo di individuare ox-SWNTs aggregati o isolati. 
 
 L’analisi della sezione delle immagini TM-AFM indica che alcuni degli oggetti ritrovati sulle 
superfici posseggono altezze inferiori ai 2 nm. Considerando la deconvoluzione della sonda AFM, 
che tende intrinsecamente a sovrastimare le dimensioni degli oggetti realmente presenti; inoltre, a 
seguito dell’ossidazione, i campioni ed i derivati di ox-SWNTs risultano arrichiti in nanotubi dal 
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diametro maggiore. Sulla base di queste considerazioni, altezze inferiori ai 2 nm sono consistenti 
con la presenza di nanotubi isolati. Ciononostante, la maggior parte degli oggetti depositati sulle 
superfici di mica possiede altezze comprese tra 2 e 10 nm, valori compatibili con la presenza di 
aggregati composti da pochi (2-8) nanotubi.  
Lo spin-coating delle superfici di mica è un processo estremamente più rapido rispetto 
all’evaporazione del solvente necessaria alla preparazione dei campioni per le analisi TEM; ciò 
permette di ridurre drasticamente i fenomeni di aggregazione fra i nanotubi isolati durante la 
deposizione delle soluzioni. Dal momento che, a seguito di spin-coating, sono stati rilevati molti 
aggregati di ox-SWNTs sulle superfici di mica è plausibile la presenza degli stessi aggregati in 
soluzione, prima della deposizione.  
 
2.5 Funzionalizzazione di ox-SWNTs con poli-etilenglicole. 
Nella sezione introduttiva sono stati riportati alcuni esempi di funzionalizzazione di ox-SWNTs con 
poli-etilenglicole (PEG) per produrre coniugati solubili in soluzioni acquose (paragrafo 1.5.2.1). 
Questa modalità di funzionalizzazione è stata considerata un valido modello per affrontare le 
problematiche relative alla coniugazione di derivati dell’Acido Ialuronico (HA) e ox-SWNTs. In 
particolare, sono state valutate le modalità di caratterizzazione dei coniugati ox-SWNTs-PEG e le 
tecniche di purificazione da impiegare per il loro isolamento.  
Gli ox-SWNTs sono stati attivati ad ox-sWNTs-OSu secondo la stessa modalità di attivazione 
riportata nella figura 2.17. In questo caso l’intermedio ox-SWNTs-OSu è stato isolato dall’eccesso 
di agenti attivanti secondo il procedimento riportato in figura 2.28: si precipita la miscela di 
reazione in Et2O, isolando gli ox-SWNTs-Osu come polvere nera. Per aumentare la purificazione, si 
disperdono nuovamente gli ox-SWNTs-OSu in DMF e li si precipita in tampone a pH = 7.0. A 
seguito di filtrazione della sospensione risultante e del lavaggio del precipitato con H2O, si 
ottengono gli ox-SWNTs-OSu purificati.  
 
Figura 2.28 Procedura per l’isolamento degli ox-SWNTs-OSu.  
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L’isolamento di ox-SWNTs-OSu dall’ambiente di reazione non è fondamentale per la coniugazione 
con il PEG, ma risulta cruciale per la strategia di coupling tra HA ed ox-SWNTs: come riportato 
nella sezione introduttiva, in presenza di carbodiimmidi l’HA reagisce per formare crosslinkati. 
Questa reazione risulterebbe sicuramente favorita, rispetto alla reazione in fase eterogenea tra ox-
SWNTs ed EDC. Quindi, partendo da ox-SWNTs-OSu ed α-amino-γ-metossi-PEG (Mw ≈ 2'000 
g·mol-1, amino-PEG), sono state effettuate reazioni di coupling per semplice miscela delle due 
specie in DMF (Figura 2.29). 
Figura 2.29 Schema per la funzionalizzazione di ox-SWNTs-OSu con amino-PEG. 
 
 La coniugazione dell’ amino-PEG agli ox-SWNTs-OSu ha generato miscele di reazione che, 
precipitate in soluzioni acquose, hanno generato considerevoli porzioni di ox-SWNTs-PEG 
solubilizzati (≈ 70% peso/peso rispetto alle quantità iniziali di ox-SWNTs). A seguito di 
centrifugazione, per rimuovere gli agglomerati di ox-SWNTs insolubili, il surnatante è stato 
sottoposto a purificazione mediante dialisi, in tubi con cut-off molecolari pari a 12'000 g·mol-1. 
Questa modalità di purificazione, estesamente riportata in letteratura per la purificazione di questa 
tipologia di coniugati,72, 215 richiede tempi lunghi (oltre 3 giorni) e permette una scarsa 
controllabilità dell’avanzamento della purificazione. Per ovviare a questi inconvenienti è stata 
impiegata la diafiltrazione discontinua in provette da centrifuga. La diafiltrazione è una tecnica che 
utilizza membrane da ultrafiltrazione per rimuovere completamente o abbassare la concentrazione 
di molecole organiche, sali e/o solventi da soluzioni contenenti proteine, peptidi ed altre 
macromolecole. Il processo sfrutta membrane filtranti a permeabilità selettiva, sulla base delle 
dimensioni delle molecole presenti in soluzione. Tali membrane, sotto l’azione di un flusso 
tangenziale o dell’applicazione di una pressione, permettono di allontanare l’eccesso di reagenti 
impiegati durante la coniugazione di molecole su specie macromolecolari (figura 2.30). Una 
modalità per effettuare la diafiltrazione consiste nel utilizzare la centrifugazione quale mezzo per 
esercitare pressione sulla membrana selettivamente permeabile, come quella posta al centro del tubo 
da centrifuga riportata in figura 2.19. In questo caso la diafiltrazione è discontinua, poichè ad 
intervalli di tempo regolari è necessario fermare la centrifugazione ed aggiungere H2O nel comparto 
contenente il retentato, dal momento che i soluti (amino-PEG e DMF) attraversano la membrana 
assieme all’H2O. 
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Figura 2.30 Rappresentazione della purificazione di ox-SWNTs-PEG mediante diafiltrazione. 
 
Verranno di seguito riportate le differenze che abbiamo riscontrato a seguito dell’impiego di dialisi 
o diafiltrazione per la purificazione degli ox-SWNTs-PEG, e la possibilità data dalle analisi di 
spettroscopia NMR di seguire l’evoluzione del processo. 
Durante la dialisi, il controllo della rimozione dei reagenti, amino-PEG e DMF, viene effettuato 
rilevando la conduttanza del liquido dializzato. Quando la conducibilità della soluzione dializzata 
raggiunge il valore dell’H2O impiegata per i cicli di dialisi, si assume che sia stata raggiunta la 
condizione di equilibrio osmotico: dal tubo di dialisi non fuoriescono ulteriori soluti. La pressione 
osmotica risulta quindi la “forza motrice” per la fuoriuscita dell’ amino-PEG e della DMF dalla 
soluzione grezza di ox-SWNTs-PEG. Come riportato nella sezione introduttiva, le catene di PEG 
possono interagire in modo non covalente con i CNTs, attraverso interazioni stabili.216 Di 
conseguenza risulta difficoltosa la completa rimozione di PEG dai coniugati con i CNTs. La figura 
2.31 mostra gli spettri 1H-NMR e 1D-DOSY di un coniugato ox-SWNTs-PEG a seguito di 
purificazione mediante dialisi. 
Lo spettro 1H-NMR di ox-SWNTs-PEG dopo dialisi mostra la presenza di un picco allargato, 
rispetto all’equivalente nello spettro del reagente, centrato a 3.62 ppm a portante una spalla a 3.49 
ppm. A seguito dell’applicazione di gradiente pulsato dall’intensità appropriata, nello spettro 1D-
DOSY del coniugato tale spalla scompare. Questo segnale risulta appartenere ad una specie dalla 
diffusione maggiore rispetto a quella che genera il segnale a 3.62 ppm ed è quindi relativa alle 
catene di PEG che interagiscono in modo non-covalente con gli ox-SWNTs-PEG. Queste 
indicazioni sono confermate dai risultati ottenuti a seguito della purificazione degli ox-SWNTs-
PEG mediante diafiltrazione discontinua. 
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Figura 2.31 Spettri 1H-NMR di amino-PEG in D2O (in alto) e di ox-SWNTs-PEG dopo dialisi (al centro). In 
basso, spettro 1D-DOSY a 36.5 G·cm-1 del tubo NMR impiegato per ottenere lo spettro 1H al centro. 
 
Attraverso la diafiltrazione discontinua, la pressione esercitata sulla mebrana generata dalla forza 
centrifuga (≈ 4'500 g) risulta maggiore della pressione osmotica presente nel tubo da dialisi. 
Di conseguenza, attraverso questa modalità di purificazione si possono rimuovere le catene di PEG 
fisioadsorbite sui ox-SWNTs-PEG: la figura 2.32 riporta gli spettri 2D-DOSY di ox-SWNTs-PEG 
purificati a seguito di dialisi (sinistra) e diafiltrazione (destra). 
 
  Figura 2.32 Spettri 2-D-DOSY di ox-SWNTs-PEG dopo dialisi (sinistra) o diafiltrazione (destra). 
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Il confronto tra gli spettri 2D-DOSY permette di ottenere molteplici informazioni: in entrambi gli 
spettri sono presenti segnali di protoni da amino-PEG con valori di diffusione prossimi a 0, propri 
di sistemi macromolecolari ad elevato peso molecolare. La spalla presente a 3.49 ppm nello spettro 
1H di ox-SWNTs-PEG dopo dialisi, scompare dopo la purificazione mediante diafiltrazione, ed è 
associata ad un valore di diffusione intermedio. Questi dati indicano la presenza di catene amino-
PEG con comportamenti diffusivi molto differenti; quelle associate a diffusione più bassa (scarsa 
motilità) sono coniugate agli ox-SWNTs, mentre quelle associate a diffusione intermedia sono le 
catene non coniugate o che interagiscono in modo non-covalente con gli ox-SWNTs. La piccola 
differenza di chemical shift tra i segnali collegati a questi due tipi di catene rispetto a quelli di 
amino-PEG-libero (+0.2 ppm per quelle a bassa diffusione, -1.1 ppm per quelle a diffusione 
intermedia) suggerisce alcune indicazioni. Le catene a bassa diffusione sono coniugate agli ox-
SWNTs e presentano una conformazione differente rispetto alle catene di amino-PEG libere. Le 
catene a diffusione intermedia potrebbero interagire con le catene coniugate, assumendo una 
conformazione tale da risultare maggiormente schermate rispetto alle catene libere di amino-PEG. 
A seguito della purificazione mediante diafiltrazione discontinua, solamente i segnali da catene a 
bassa diffusione sono rilevabili nello spettro 2D-DOSY.Per confermare alcune di queste 
osservazioni, i campioni di ox-SWNTs-PEG dopo diafiltrazione, sono stati caratterizzati mediante 
analisi TGA (figura 2.33).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.33 Tracciati normali (—) e differenziali (--) di ox-SWNTs), (a), amino-PEG, (b), ox-SWNTs-PEG 
, (c), registrati sotto flusso di N2 (20 ml·min-1) con un’incremento termico di 5°C·min-1. 
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Anche in questo caso, il confronto dei tracciati TGA evidenzia nel coniugato un comportamento 
termico intermedio rispetto ai reagenti di partenza: nel range tra 100 e 275 °C, si osserva la 
decomposizione propria degli ox-SWNTs (decarbossilazione), mentre tra 285 e 450 °C la pirolisi 
delle catene di PEG avviene in modo analogo a quanto riscontrato nel PEG di partenza. Tramite le 
analisi TGA è stato inoltre possibile stimare la quantità di PEG introdotto sugli ox-SWNTs: 
assumendo un peso molecolare medio di 2'000 g·mol-1 si ottiene un livello di funzionalizzazione 
pari a 0.33 µmol·mg-1, equivalenti ad una catena di amino-PEG ogni 250 atomi di carbonio degli 
ox-SWNTs.  
Il confronto del tempo di rilassamento longitudinale (T1) del segnale delle catene di amino-PEG, 
prima e dopo la coniugazione, ha ulteriormente confermato l’avvenuta funzionalizzazione degli ox-
SWNTs. I valori di T1 ed il relativo errore sperimentale sono stati ottenuti, dopo tre rilevazioni per 
ciascun campione, attraverso esperimenti di Inversion recovery (figura 2.34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.34 Array di spettri ottenuti mediante inversion recovery di amino-PEG e ox-SWNTs-PEG, 
necessari per determinare i valori di T1. 
 
I valori ottenuti sono riportati in tabella 2.3 
Campione Valore T1 Errore 
Varianza 
misure 
amino-PEG 0,76 0,0033 0,0045 
ox-SWNTs-
PEG 0,60 0,0091 0,0028 
Tabella 2.3 riassunto dei dati ottenuti attraverso esperimenti di Inversion recovery. 
 
I valori di T1 sono riproducilbili poichè sia errore sperimentale sia varianza tra le misure sono 
inferiori all’1.5% dei valori stessi. La differenza tra i T1 delle catene di amino-PEG prima e dopo la 
coniugazione (21.1%) risulta quindi significativa ed evidente. La riduzione del T1 a seguito della 
coniugazione supporta la riduzione della motilita delle catene di amino-PEG, a conseguenza della 
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coniugazione covalente con gli ox-SWNTs. Inoltre, queste informazioni sono consistenti con i dati 
ottenuti dalla spettroscopia 2D-DOSY.  
Infine, le soluzioni di ox-SWNTs-PEG sono state depositate su griglie di rame, in modo da 
effettuare caratterizzazioni TEM (figura 2.35).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.35 Immagine TEM di griglia di rame a seguito di deposizione di una soluzione di ox-SWNTs-PEG 
in D2O. 
 
La caratterizzazione TEM ha permesso di registrare numerose immagini in cui sono presenti oggetti 
che, per dimensioni e caratteristiche di assorbimento elettronico, sono compatibili con la struttura di 
ox-SWNTs isolati e/o aggregati. A seguito dell’ossidazione dei SWNTs, della funzionalizzazione 
con il PEG e le successive purificazioni in H2O, il livello di purezza dei coniugati risulta aumentato 
rispetto ai campioni di pristine SWNTs, in termini di contenuto di impurezze metalliche e 
carboniose. 
In conclusione, è stata riportata, per la prima volta, l’applicazione di esperimenti NMR basati sulla 
diffusione per la caratterizzazione di derivati di CNTs funzionalizzati in modo covalente. I risultati 
DOSY, assieme agli esiti del test della ninidrina e alle analisi di spettroscopia IR supportano la 
formazione di derivati covalenti degli ox-SWNTs, i quali presentano segnali propri (1H-NMR) delle 
amine di partenza, ma con un comportamento diffusivo tipico di sistemi macromolecolari. 
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Nonostante il basso livello di funzionalità introdotte sui ox-SWNTs, l’attenuazione dei segnali dei 
solventi ha permesso la rilevazione dei segnali delle amine impiegate per la funzionalizzazione dei 
ox-SWNTs, permettendo di ottenere informazioni strutturali sui coniugati in modo veloce, 
riproducibile e non distruttivo. Infine, le caratterizzazioni TEM ed AFM dimostrano che le 
osservazioni NMR sono legate a ox-SWNTs solubilizzati, quindi questo approccio analitico può 
essere impiegato per la carratterizzazione di altri derivati di CNTs, quali SWNTs non ossidati e 
MWNTs opportunamente solubilizzati. Per quanto riguarda i derivati ox-SWNTs-PEG, essi si sono 
dimostrati un valido modello per affrontare la strategia di coniugazione fra ox-SWNTs e derivati di 
HA in quanto: 
1. hanno permesso di verificare la reattività degli ox-SWNTs-OSu isolati dall’ambiente di 
reazione. 
2. Hanno permesso di valutare l’efficacia della diafiltrazione discontinua quale modalità di 
purificazione dei coniugati di ox-SWNTs a seguito di funzionalizzazione con specie 
macromolecolari. 
3. Sono stati analizzati mediante tecniche di spettroscopia 1H-NMR, 1D e 2D-DOSY e 
mediante determinazione del tempo di rilassamento longitudinale, fornendo risultati 
compatibili con l’avvenuta funzionalizzazione covalente e supportati dai risultati delle 
analisi termogravimetriche e microscopiche. 
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CAPITOLO 3: PRODUZIONE E DERIVATIZZAZIONE DI 
OLIGOMERI DI HA 
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3.1 Preparazione di oligo-HA 
I derivati di HA utilizzati per la coniugazione con gli ox-SWNTs sono stati scelti sulla base delle 
differenti proprietà chimico-fisiche e biologiche, in funzione del loro peso molecolare medio. 
I derivati da utilizzare devono un numero di unità disaccaridiche tali da:  
- solubilizzare gli ox-SWNTs in soluzioni acquose. 
- Essere riconoscibili da parte di CD44, al fine di permettere l’internalizzazione selettiva dei 
coniugati da parte delle cellule che sovraesprimono tale recettore. .  
Sulla base di queste considerazioni si è deciso di produrre oligomeri di HA (oligoHA) aventi peso 
molecolare medio di ≈ 5'000 g·mol-1, a partire da HA sodico 20’000 g·mol-1. Ad una distribuzione 
di pesi molecolari centrata su 5'000 g·mol-1 corrispondono catene di oligomeri con 12 unità 
disaccaridiche, denominate [AB]12, dimensioni più che sufficenti per il loro riconoscimento da parte 
di CD44 e delle Hyaluronan Binding Proteins (HBP).160  
L’HA può essere depolimerizzato attraverso metodi chimici (condizioni acide o basiche, radicali 
liberi141), stress meccanico (agitazione ad alte velocità), ultrasonicazione,217 o metodi enzimatici.  
Tra tutti questi metodi, l’approccio più comunemente seguito per la produzione di oligoHA prevede 
l’idrolisi enzimatica in presenza di Ialuronidasi. Le Ialuronidasi rappresentano una classe di enzimi 
(glicosil-idrolasi) che sono presenti sia nei procarioti sia negli eucarioti, e che manifestano proprietà 
variabili nei confronti di dimensioni molecolari, meccanismo catalitico, specificità di substrato e 
attività in funzione del pH. Molti di questi enzimi catalizzano anche reazioni di transglicosilazione. 
 
Esistono tre tipi di Ialuronidasi conosciute, caratterizzate, ciascuna da un diverso meccanismo di 
idrolisi.218 Il primo gruppo include le Ialuronidasi da mammiferi (classificazione = EC 3.2.1.35), le 
quali sono endo-β-N-acetil-D-esossaminidasi che producono i frammenti [AB]2 ed [AB]3 come 
principali prodotti di reazione. Nei mammiferi questi enzimi si trovano in quantità elevate nei 
testicoli, a livello dei lisosomi epatici e nel siero; essi sono coinvolti nel mantenimento dei livelli di 
HA nel corpo, risultando implicati nei disordini indotti da squilibrio del metabolismo dell’HA, 
come nell’artite reumatoide e nella progressione metastatica.219 
 
Appartengono a questo gruppo le ialuronidasi testicolari. Il loro meccanismo d’azione è illustrato in 
figura 3.1: L’idrolisi del substrato (HA) procede con il cambiamento conformazionale dell’N-acetil-
glucosammina (NAG) nel sito attivo dell’enzima. La conformazione a barca dell’anello 
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piranosidico di NAG avvicina il suo ossigeno glicosidico al residuo Glu113 dell’enzima, favorendo 
la formazione dell’intermedio ossazolinico). Questo meccanismo idrolitico prevede quindi che il 
nucleofilo, necessario a spiazzare il terminale glucuronico successivo, sia fornito dallo stesso 
substrato. 
 
 
 
 
 
.  
 
Figura 3.1 Meccanismo di azione delle Ialuronidasi da mammiferi.  
 
Gli altri due tipi di Ialuronidasi hanno invece attività endo-β-glucuronidasica (EC 3.2.1.36, II tipo), 
come quelle presenti nelle sanguisughe, oppure agiscono attraverso reazioni di β-eliminazione (EC 
4.2.2.1, III tipo, origine batterica), generando residui di glucuronato insaturi in posizione terminale 
nelle catene di oligomeri. La differente conformazione dei residui insaturi può alterare in modo 
significativo la conformazione delle catene di oligoHA e modificare le proprietà di riconoscimento 
da parte delle HBP (Hyaluronan Binding Proteins). Per questi motivi è stata scelta la Ialuronidasi 
testicolare bovina (HAasi, EC 3.2.1.35) quale enzima digestivo per la produzione degli oligoHA 
impiegati in questo studio. Al fine di ottimizzare le condizioni di idrolisi necessarie ad ottenere 
oligoHA, si è dovuto considerare: 
- la concentrazione iniziale di HA  
- la concentrazione di HAasi  
- la temperatura di reazione  
- Il tempo di reazione  
- le caratteristiche del tampone  
La scelta di HA 20'000 deriva dal fatto che esso rappresenta uno dei migliori substrati per la 
produzione di oligomeri219 nonchè dalle proprietà della sua distribuzione di pesi molecolari ((MW 
18.210 g·mol-1, Mn 10.808 g·mol-1, PI = 1.68): risulta di conseguenza un substrato ideale per la 
produzione di oligoHA a basso indice di polidispersità. Il tipo di tampone e le sue proprietà, la 
temperatura di idrolisi e la concentrazione di HAasi sono state reperite da un recente lavoro che ha 
riguardato la produzione di un set completo di frammenti di HA e la loro caratterizzazione 
attraverso tecniche cromatografiche.220 Sono quindi stati scelti e mantenuti costanti: 
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- tipo e proprietà del tampone (AcO-Na+/AcOH 10 mM, pH 5.0, µ = 0.1 M NaCl) 
- [HA] (20 mg·mL-1) 
- T, 37 °C 
le variabili sono state: 
- preparazione di Ialuronidasi testicolare bovina (I-S o la più pura IV-S) 
- Uenz. 
- Tempo di idrolisi. 
- Scala. 
 Per bloccare il processo idrolitico, si è inattivato l’enzima attraverso denaturazione termica a 100°C 
per 10’. La purificazione degli oligoHA ha previsto uno step di filtrazione, al fine di rimuovere 
l’enzima denaturato dagli oligomeri in soluzione, ed il successivo desalting tramite filtrazione 
tangenziale su membrana a cut-off molecolare pari a 1'000 g·mol-1. La liofilizzazione delle soluzioni 
purificate di oligomeri ha permesso di isolare i differenti lotti di oligoHA.  
Al fine di confermare l’avvenuta depolimerizzazione, gli oligoHA sono stati analizzati attraverso 
spettroscopia 1H-NMR: a seguito dell’idrolisi aumenta il numero di catene di HA, quindi la 
concentrazione dei terminali riducenti. Negli spettri 1H NMR è possibile collegare l’incremento 
dell’intensità del picco connesso con il protone dei terminali riducenti di NAG (terminali con 
ossidrile in conformazione α, 5.07 ppm (D2O), 3J = 5 Hz) con l’avvenuta depolimerizzazione 
(figura 3.2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2 Incremento dell’intensità del segnale dei protoni delle estremità riducenti (in conformazione α) 
dei terminali con NAG (struttura in alto a sinistra), in funzione del tempo di idrolisi. All’aumentare del 
grado di depolimerizzazione si nota un’incremento del segnale,chiara indicazione dell’’aumentata 
concentrazione di terminali riducenti. 
 
Di conseguenza, sono stati progressivamente modificati i tempi di idrolisi (da 75 a 540 minuti), tipo 
e quantità di Ialuronidasi (I-S a 942 o 1040 U/mg o IV-S a 451 U/mg) e quantità di susbstrato (da 
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500 mg a 10.0 g di HA). La tabella 3.1 riporta le differenti condizioni di idrolisi provate al fine di 
ottenere frammenti di oligoHA con Mw ≈ 5'000 g·mol-1, sulla scala dei 10 g. 
Esp. N° Scala Quantità di Enzima tempo (min) 
 U. Enz/ mg di 
HA 
1 5.7(942 U/mg) 75 10,74 
2 28.96(942 U/mg) 75 54,56 
3 28.9 (942 U/mg)  360 54,45 
4  28.9 (942 U/mg) 360 54,45 
5 
 500.0 mg  
 28.5 (1040 U/mg) 720 59,28 
6  55.0 (1040 U/mg) 480 57,2 
7  55.6 (1040 U/mg) 540 57,82 
8  36.3 (1040 U/mg) 540 37,75 
9  18.2 (1040 U/mg) 540 18,93 
10  36.3 (1040 U/mg) 540 37,75 
11 
 1.0 g 
 36.4 (1040 U/mg) 540 37,86 
12  369.5 (1040 U/mg) 540 38,43 
13  380.0 (942 U/mg) 540 35,8 
14  833.6 (451 U/mg) 540 37,6 
15  420.0 (451 U/mg) 540 18,94 
16  420.0 (451 U/mg) 540 18,94 
17  420.0 (451 U/mg) 540 18,94 
18 
10.0 g 
 420.0 (451 U/mg) 540 18,94 
 
Tabella 3.1 Ottimizzazione delle condizioni idrolitiche per la produzione di oligoHA sulla scala dei 10 g. 
 
I campioni di oligoHA ottenuti a seguito dell’idrolisi enzimatica sono costituiti da un insieme di 
catene di oligomeri avente differenti pesi molecolari, da un minimo teorico di 400 g·mol-1 (il 
disaccaride [AB]) sino a 20'000 g·mol-1 (il substrato iniziale); di conseguenza si possono 
considerare i diversi lotti di oligoHA come distribuzioni di pesi molecolari, aventi un valore 
centrale ed una determinata deviazione standard. Ci sono diverse tecniche analitiche che permettono 
di stimare il peso e le dimensioni molecolari delle macromolecole in soluzione, tra cui osmometria, 
sedimentazione e spettroscopia di massa; ciononostante, solamente le tecniche basate sulla 
diffrazione della luce (Light Scattering, LS) possono essere collegate ad un sistema cromatografico 
a size exclusion (SEC) e dare informazioni sulla distribuzione di pesi molecolari.220 Quindi, per 
valutare la distribuzione dei pesi molecolari degli oligoHA ottenuti a seguito delle idrolisi, sono 
state effettuate caratterizzazioni cromatografiche mediante sistema size exclusion (HPSEC) 
collegata ai rilevatori Multi-Angle-Light-Scattering (MALS), indice di rifrazione (RI) ed 
Uv.(HPSEC-MALS-RI) La figura 3.3 riporta i profili cromatografici (MALS, RI e UV) degli 
oligoHA prodotti mediante esperienza n° 15. A seguito della separazione cromatografica sulla base 
delle dimensioni molecolari, i tracciati MALS, RI ed Uv vengono elaborati in modo da ottenere i 
valori di peso molecolare ponderale (Mw) e di peso molecolare medio numerico (Mn), permettendo 
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di ottenere l’indice di polidisperstià (PI) della distribuzione. l’impiego di Ialuronidasi tipo IV-S 
(451 U/mg), 10.0 g di HA 20'000 g·mol-1 dopo 540 minuti di idrolisi ha generato una distribuzione 
di frammenti di oligoHA avente Mw 5'020 g·mol-1 ed PI pari tra 1.88. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.3 Analisi HPSEC-MALS-RI della lotto 15. In alto, porzione del cromatogramma utilizzata per la 
computazione della distribuzione di pesi molecolari ( rosso = segnale MALS, verde = segnale RI, blu = UV 
(λ = 220 nm). In basso, risultato della computazione dei pesi molecolari (rosso = curva di distribuzione 
cumulativa, nero = curva di distribuzione differenziale.  
 
Queste condizioni di idrolisi si sono dismostrate riproducibili, a seguito della ripetizione 
dell’esperimento n°15. 
La tabella 3.2 riporta i valori di Mw, Mn e PI di alcune di queste ripetizioni. 
Esp n° Mw (g•mol-1)  Mn (g•mol-1) PI 
15 5'020 2'660 1,88 
16 5'350 2'780 1,93 
17 5'500 2'990 1,84 
18 5'450 3'030 1,80 
Media 5'330 2'870 1,86 
DS 220 180 0,06 
 
Tabella 3.2 Varianza, espressa come deviazione standard (SD), dei valori di Mw, Mn e polidispersità (PI) di 
alcune ripetizioni delle condizioni di idrolisi ottiizzate. 
 
A questi valori di Mw corrisponde una distribuzione di oligoHA centrata su catene con un numero 
di unità disaccaridiche pari a 13, [AB]13, che soddisfa quindi le condizioni di peso molecolare 
richiesto.  
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3.2 Caratterizzazioni di oligoHA mediante tecniche cromatografiche 
Al fine di caratterizzare gli oligoHA ottenuti dall’idrolisi, (tipo e percentuale di catene presenti) 
sono state condotte prove di separazione cromatografica sia preparativa, attraverso gel-filtrazione 
(Gel Permeation Chromatography, GPC), sia analitica mediante HPLC a scambio ionico (High 
Performance Anion Exchange Chromatography, HPIEC). Tali prove sono state condotte sulla 
miscela non purificata, dal momento che la separazione GPC permette il desalting. 
L’iniezione di soluzioni 40 mg·mL-1 in colonna preparativa caricata con Sephadex G-25 superfine 
(cut-off riferito ai destrani = 1'000 – 5'000 g·mol-1, connessa a rilevatore a indice di rifrazione 
(R.I.)), ha permesso di ottenere cromatogrammi come quello riportato in figura 3.4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.4 Cromatogramma di oligoHA dopo iniezione di soluzione 40 mg·mL-1 in colonna preparativa a 
size-exclusion (Sephadex G-25 superfine). 
 
Nel cromatogramma è presente un primo picco allargato, relativo alle catene di oligoHA ed un 
secondo picco, a tempo di ritenzione maggiore, collegato ai sali. Il primo picco risulta sdoppiato, a 
indicazione che le catene di oligoHA presentano dimensioni molecolari con distribuzione bimodale 
sovrapposta. A seguito del frazionamento è stato possibile iniettare le diverse frazioni in colonna 
analitica a scambio ionico ad alte prestazioni (High Performance Ionic Exchange Chromatography, 
HPIEC). La comparazione dei cromatogrammi ottenuti è riportata in figura 3.5, con il profilo dello 
standard [AB]3 quale riferimento per la valutazione dei tempi di ritenzione e con i risultati HPSEC-
MALS-RI per confronto. 
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Figura 3.5 Profili HPIEC dello standard [AB]3 (a), del primo picco ottenuto dopo GPC (b), seconda parte 
del primo picco dopo GPC (c) e prima parte del primo picco dopo GPC (d). 
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Lo standard [AB]3 presenta tempo di ritenzione pari a 6.5 minuti, la sua presenza nelle diverse 
frazioni è indicata dalla freccia.nera. Dal confronto tra il tempo di ritenzione di [AB]3 ed i profili 
dei tracciati (c) e (d), è possibile valutare il tipo di catene presenti nei campioni di oligoHA. 
Innanzitutto è possibile osservare la presenza di segnali a bassa intensità con tempi di ritenzioni 
molto simili alle principali specie osservate: l’effetto principale dell’idrolisi mediata dalle 
Ialuronidasi è produrre oligoHA aventi NAG al terminale riducente, chiamati oligomeri pari (dal 
momento che si susseguono in modo ordinato le unità disaccaridiche [AB]x). Ciononostante una 
bassa percentuale di oligomeri porta al terminale riducente i residui di glucuronato, e quindi la loro 
struttura può essere considerata “dispari” dal momento che risponde ad una struttura tipo B[AB]x. Il 
profilo (c), connesso con la porzione di oligoHA a peso molecolare maggiore raccolti dopo 
separazione GPC, mostra segnali principali connessi ad oligomeri da [AB]3 ad [AB]23, con [AB]9, 
[AB]10, [AB]11, e [AB]12 quali specie a maggior concentrazione. Viceversa, il tracciato (d), 
connesso con gli oligoHA a peso minore, raccolti dopo GPC, evidenzia segnali di [AB], B[AB], 
[AB]2, [AB]3, B[AB]3, [AB]4, B[AB]4 e da [AB]5 a [AB]13.       
La figura 3.6 riporta il cromatogramma degli oligoHA dopo purificazione per filtrazione 
tangenziale. Sulla base del tempo di ritenzione relativo allo standard [AB]3 e all’intensità assoluta 
dei segnali, la tabella 3.3 riporta l’attribuzione delle specie di oligoHA in funzione del tempo di 
ritenzione. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.6 Profilo HPAEC di oligoHA purificati. 
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tempo Specie % 
4,51 Sali  
5,67 [AB]2 4,86 
6,52 B[AB]2 2,28 
7,25 [AB]3 4,61 
8,1 B[AB]3 2,54 
8,87 [AB]4 6,94 
9,53 B[AB]4 0,68 
10,37 [AB]5 6,62 
11,41 B[AB]5 0,04 
11,85 [AB]6 7,14 
13,26 [AB]7 6,72 
14,6 [AB]8 6,11 
15,68 [AB]9 5,38 
16,66 [AB]10 4,9 
17,57 [AB]11 4,46 
18,44 [AB]12 3,98 
19,27 [AB]13 3,52 
20,11 [AB]14 2,97 
21,48 [AB]15 2,83 
22,1 [AB]16 
22,66 [AB]17 
23,22 [AB]18 
23,75 [AB]19 
24,26 [AB]20 
24,87 [AB]21 
25,29 [AB]22 
25,72 [AB]23 
26,09 [AB]24 
9,86 
Tabella 3.3 Risultati della separazione cromatografica degli oligoHA dopo purificazione mediante 
filtrazione tangenziale. 
 
Gli oligoHA “dispari” rappresentano il 5,5% del totale, il 10% degli oligoHA possiede pesi 
molecolari maggiori di 6500 g·mol-1 (da [AB]16 in poi) mentre il 90% circa e dato dagli oligoHA 
con pesi molecolari compresi tra 800 e 6000 g·mol-1 (da [AB]2 ad [AB]15). Le specie maggiormente 
presenti sono rispettivamente [AB]6, [AB]4, [AB]7, [AB]8, [AB]9, [AB]10, [AB]11 e [AB]12. 
Si può concludere che in questa distribuzione di oligomeri le catene maggiormente presenti sono 
comprese tra [AB]3, e [AB]13, cui corrispondono pesi molecolari tra 1'200 e 5’200 g·mol-1..Inoltre, 
esse possiedono un numero di unità disaccaridiche sufficente per il loro riconoscimento da parte di 
CD44 e delle altre HBP. 
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3.3 Funzionalizzazione degli oligoHA 
Gli oligoHA sono stati oggetto di ulteriori modificazioni strutturali. In particolare, si è voluto 
introdurre gruppi aminici nelle catene di oligoHA in modo da sottoporli a reazioni di formazione di 
legami ammidici con opportuni derivati. 
 
3.3.1 Amminazione riduttiva dei terminali riducenti 
La prima modalità di introduzione di gruppi aminici si è basata sulla reazione di amminazione 
riduttiva dei terminali riducenti con un oligomero del bis-amino-PEG (bisamiso-dietossi-
trietilenglicole, bis-TEG), lo stesso impiegato per la derivatizzazione degli ox-SWNTs. 
Dal momento che in soluzione acquosa esiste l’equilibrio tra la forma piranosidica (anello chiuso) e 
quella poliidrossialdeidica per gli zuccheri esosi, come NAG, l’amminazione riduttiva sfrutta la 
formazione di un intermedio imminico tra il terminale riducente delle catene di oligoHA e l’ammina 
scelta. La reazione procede poi con la riduzione dell’aldimmina all’equivalente derivato alifatico 
(figura 3.7), risultando nel complesso una reazione regioselettiva, poichè lascia inalterati gli altri 
gruppi funzionali presenti sugli oligoHA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7 Meccanismo della reazione di amminazione riduttiva: in alto, equilibrio tra la forma 
piranosidica e a catena aperta propria degli zuccheri in soluzione acquosa (mutarotazione). 1: attacco del 
nucleofilo al carbonio aldeidico. 2: formazione dell’aldimmina e sua protonazione (3). 4: protonazione 
dell’ossidrile (4) e conseguente eliminazione di H2O per formare l’immina corrispondente (6). Infine, 
addizione di ione H- ceduto da BH3CN e formazione dell’equivalente derivato alcanico. 
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Quindi, tramite le condizioni di reazione riportate in figura 3.8 sono stati preparati i derivati 
oligoHA-TEG-NH2. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.8 Procedura per la preparazione di oligoHA-TEG-NH2. 
 
Anche in questo caso, la purificazione si è basata sulla filtrazione tangenziale della miscela di 
reazione attraverso l’impiego di membrane a cut-off molecolare di 1'000 g·mol-1. I prodotti sono 
stati analizzati tramite spettroscopia 1H-NMR, 1D-DOSY, 13C e HSQC. La figura 3.9 riporta lo 
spettro 1H oligoHA-TEG-NH2 in D2O.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.9 Spettro 1H di oligoHA-TEG-NH2 in D2O. La porzione circondata dal cerchio blu evidenzia alcuni 
dei nuovi segnali presenti negli oligoHA a seguito della funzionalizzazione. Tali segnali sono connessi con i 
protoni dei terminali modificati di NAG con bis-TEG.  
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Nello spettro 1H in figura 3.9 risultano evidenti due cose: scompare il segnale dei protoni anomerici 
delle terminazioni riducenti, presente invece negli oligoHA. La mancanza di questo segnale è una 
buona indicazione dell’avvenuta modificazione dei terminali riducenti di NAG. Sono inoltre 
presenti segnali a bassa intensità, compresi tra 3.85 – 4.40 ppm, dovuti ai protoni dei terminali 
riducenti di NAG modificati (struttura in figura 3.9). Questi segnali risultano deschermati a 
conseguenza di due fattori: la sostituzione dell’ossigeno del terminale riducente con un’atomo di 
azoto e l’apertura dell’anello piranosidicom la quale permette una maggior libertà conformazionale 
ed una maggiore distanza tra i gruppi funzionali dei terminali di NAG modificati. La figura 3.10 
riporta lo spettro HSQC di oligoHA-TEG-NH2 in H2O, con a destra lo spettro 13C di bis-TEG per 
riferimento. 
  
 
 
 
 
 
Figura 3.10 Spettro HSQC di oligoHA-TEG-NH2 in H2O (sinistra). In verde sono evidenziati i gruppi -CH2- 
presenti nel derivato. A destra, spettro 13C di bis-TEG. 
 
Lo spettro 13C di bis-TEG presenta tre segnali a 40, 69 e 70 ppm, che sono presenti anche nello 
spettro HSQC di oligoHA-TEG-NH2. Lo spettro HSQC mostra inoltre un nuovo segnale a 48 ppm, 
relativo ai carboni anomerici dei terminali di NAG che sono stati ridotti a -CH2-. Infine, lo spettro 
HSQC conferma che i segnali dei protoni tra 3.85 – 4.40 ppm possiedono shift 13C propri di atomi 
di carbonio collegati a gruppi alcolici , quali quelli presenti nei terminali di NAG modificati. Per 
confermare questa indicazione, oligoHA-TEG-NH2sono stati analizzati mediante 1D-DOSY con 
valori di gradiente elettromagnetico pulsato pari a36.5 G·cm-1 (figura 3.11): in queste condizioni, i 
segnali tra 3.85 e 4.40 ppm non subiscono attenuazione dell’intensità, quindi è da escludere la loro 
appartenenza alla specie bis-TEG-NH2. Il loro comportamento a sequito dell’analisi 1D-DOSY è 
compatibile con la loro appartenenza alle catene di oligoHA. 
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Figura 3.11 Spettro 1D-DOSY (36.5 G·cm-1) di oligo-HA-TEG-NH2. In alto porzione dove sono presenti i 
segnali dei terminali riducenti modificati con bis-TEG. 
 
Per escludere che le catene di bis-TEG agiscano da linker bifunzionali, determinando il cross-
linking delle catene di oligoHA, gli oligoHA-TEG-NH2 sono stati analizzati attraverso HPSEC-
MALS-RI. I tracciati cromatografici sono risultati del tutto simili a quelli degli oligoHA di partenza 
(figura 3.13), con valori di Mw e Mn pari a rispettivamente 5'200 e 2730 g·mol-1 (PI = 1.9). 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.13 Comparazione tra i tracciati cromatografici di oligoHA (in alto) ed oligoHA-TEG-NH2 (in 
basso) a seguito di analisi HPSEC-MALS-RI. 
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3.3.2 Mesilazione regioselettiva degli ossidrili in C-6  
Gli HA a basso peso molecolare possono essere solubilizzate in solvente organico (ad esempio 
DMF o DMSO), a seguito del loro trattamento con resina a scambio cationico: nel nostro caso, una 
resina a scambio cationico (Amberlite IRA-120), precedentemente attivata per trattamento con 
tetrabutilammonio idrossido (TBA-OH), è stata aggiunta a soluzioni di oligoHA in H2O (5% 
peso/volume)(figura 3.11).  
Figura 3.14 Procedura per la preparazione di derivati di HA con TBA quale controione (HA-TBA). 
 
A seguito di liofilizzazione è stato quindi possibile isolare oligoHA-TBA o HA-TBA 20'000 g·mol-
1, come solidi bianchi e verificare attraverso spettroscopia 1H-NMR, per valutare l’avvenuto 
scambio del controione (figura 3.15).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.15 Spettro 1H di oligoHA-TBA) in D2O. Le frecce indicano i segnali propri del TBA e viene riportata 
l’integrazione per il calcolo della % di TBA introdotta. 
 
Nello spettro 1H-NMR di oligoHA-TBA è possibile identificare i segnali delle catene alchiliche del 
TBA (indicate dalle frecce nere in figura 3.15: rispetto all’azoto del TBA, α-CH2- = 3.1 ppm, β-
CH2- 1.5 ppm, γ-CH2- 1.25 ppm, -CH3 = 0.8 ppm) e quantificare lo scambio di catione , come moli 
di dimeri sostituiti in percentuale. Il calcolo prevede la normalizzazione (300) dell’integrale del 
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segnale a 1.96 ppm, (metile di NAG), e la rilevazione dell’integrale del segnale a 0.8 ppm, collegato 
ai 4 metili del TBA. La % di dimeri [AB] sostituiti con il TBA si ottiene dal seguente calcolo 
% TBA = (integrale segnale a 0.8 ppm/ 1200)*100 
Nell esempio riportato in figura 3.15 il valore della sostituzione è pari al 108%, equivalente a 
sostituzione completa di tutti i carbossilati dell’HA. 
I derivati oligoHA-TBA ed HA-TBA ottenuti in questo modo sono solubili in DMF e DMSO e 
possono quindi essere impiegati per ulteriori modificazioni strutturali. 
A seguito della loro dissoluzione in DMF per trattamento con mesilcloruro (MsCl) a -10 °C in 
presenza di diisopropil-etilammina (DIEA), è possibile ottenere la selettiva sostituzione dei C-6 OH 
dei residui di NAG nei corrispondenti 6-O-mesil-derivati (oligoHA-6-OMs, figura 3.16).  
Figura 3.16 Procedura per la produzione di HA-6-OMS a partire da derivati HA-TBA. 
 
La filtrazione tangenziale delle soluzioni ottenute a seguito dell’idrolisi, attraverso membrane cut-
off molecolare di 1'000 g·mol-1, e la successiva liofilizzazione hanno permesso di isolare gli 
oligoHA-6-OMs.  
Per valutare il grado di sostituzione dei C-6 OH, sono state condotte indagini di spettroscopia 1H 
NMR. La figura 3.17 mostra lo spettro di oligoHA-6-OMs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.16 Spettro 1H di oligoHA-6-OMs in D2O. Viene riportata l’integrazione al fine di stimare la sostituzione dei 
C6-OH. 
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Nello spettro di 1H di oligoHA-6-OMs è possibile notare la comparsa di un singoletto intenso a 3.2 
ppm, relativo al segnale dei metili edl gruppo metansulfonico presenti in posizione 6 dei 
residuisostituiti di NAG.  
A seconda del peso molecolare medio degli HA-TBA di partenza, del numero di equivalenti di 
MsCl impiegati e del tempo di reazione, è possibile controllare la percentuale di sostituzione 
(oligo)HA-6-OMS a diverso DS, come riportato in tabella 3.4. 
Preparazione di HA-TBA  MsCl tempo DS 
oligoHA-TBA 5'000 g/mol 1 eq  1 ora 15% mol/mol 
oligoHA-TBA 5'000 g/mol 1 eq  1 ora 15% mol/mol 
oligoHA-TBA 5'000 g/mol 2 eq  1 ora 30% mol/mol 
oligoHA-TBA 5'000 g/mol 6 eq  1.5 ore 41% mol/mol 
oligoHA-TBA 5'000 g/mol 6 eq  2.0 ore 62% mol/mol 
 
Tabella 3.4 Riassunto delle condisioni di reazione per la mesilazione regioselettiva di oligoHA-TBA in soluzione. 
 
3.3.3 Produzione di 6-amino-6-deossi-HA (oligoHA-amino) 
Gli oligoHA-6-OMs sono stati utilizzati come intermedi per la sintesi dei corrispondenti C6- 
ammino derivati, nei quali il gruppo metansulfonile è sostituito da un gruppo amminico, utilizzando 
un tecnologia proprietaria di Eurand. La metodologia prevede il trattamento dei derivati mesilati 
con soluzioni acquose di ammoniaca concentrata (figura 3.17) a 65°C per 16h, in fiale ermetiche  
 
 
 
 
Figura 3.17 Schema generale per la produzione di 6-amino-6-deossi-HA. 
  
Le reazioni sono state condotte a 65 °C in NH4OH 25% per 16 ore, in fiale ermetiche. I prodotti 
sono stati purificati mediante filtrazione tangenziale, attraverso membrane a cut-off molecolare di 
1'000 g·mol-1. La liofilizzazione delle soluzioni purificate mediante filtrazione tangenziale fornisce 
il prodotto voluto con un DS quantitativo rispetto ai derivati mesilati di partenza. Per confermare 
l’avvenuta sostituzione, i derivati ottenuti sono stati caratterizzati attraverso spettroscopia NMR 1H, 
13C ed HSQC (figura 3.18). 
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Figura 3.18 Spettro HSQC in D2O di 6-amino-6-desossi-oligoHA. In blu sono indicati i cross-peaks tra i carboni C-6 
ed i loro protoni diasterotopici. 
 
Lo spettro HSQC riportato in figura 3.16 evidenzia la presenza di due coppie di cross-peaks 
connesse a carboni di tipo metilenico: a 62 ppm sono presenti i cross-peaks dei due protoni 
diasterotopici propri dei C-6-OH di NAG, mentre a 41 ppm appaiono i cross-peaks dei due protoni 
diasterotopici presenti sui C-6-NH2 dei residui NAG sostituiti. Lo spettro HSQC evidenzia che vi è 
una netta separazione tra i segnali dei carboni dei C-6-OH e dei C-6-NH2 di NAG, il che permette di 
calcolare il rapporto tra i loro integrali, ovvero il grado di sostituzione mol/mol%, attraverso la 
registrazione degli spettri 13C-NMR. La figura 3.19 riporta la porzione di interesse dello spettro 13C 
in D2O di una preparazioni di oligoHA-6-NH2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.19 spettro 13C in D2O di oligoHA-6-NH2. Viene riportata l’integrazione dei segnali necessari a valutare il DS 
dei C-6-OH di NAG. 
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Per calcolare il grado di sostituzione si normalizza l’integrale dei segnali degli anomerici a 100.0 e 
103.5 ppm (200) e si determina il rapporto tra gli integrali di C-6-OH (60.0 ppm) e di C-6-NH2 (42 
ppm), tenendo in considerazione che la somma di tali integrali è circa 100. Nell’esempio riportato 
in figura 3.17, il DS risuta del 61.8% mol/mol. Attraverso le condizioni di reazione utilizzate, la 
sostituzione dei C-6-OMs è risultata quantitativa; a partire dai derivati mesilati riportati in tabella 
3.4, sono stati sintetizzati i corrispondenti oligoHA-6-NH2, con DS quindi compresi tra 15% e 62% 
mol/mol. 
L’introduzione di gruppi aminici attraverso questa modalità di reazione non ha motivo di alterare la 
distribuzione dei pesi molecolari,. La figura 3.18 riporta i profili HPSEC-MALS-RI di oligo-HA-6-
NH2 (DS 38%) sintetizzati a partire da oligoHA aventi Mw pari a 5'230 g·mol-1. La differenza di 
Mw (circa 500 g·mol-1) è nell’ordine dell’errore sperimentale e conferma il mantenimento di una 
distribuzione di pesi molecolari centrata su 5'000 g·mol-1. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.18 Profili HPSEC-MALS-RI di oligo-HA-6-NH2 (DS 38%) e HA-6-NH2 (DS 75%). Sono riportati i 
valori di Mw, Mn e PI ottenuti a seguito dell’elaborazione dei tracciati. 
 
In conclusione, attraverso idrolisi enzimatica sono stati ottenuti oligoHA con Mw pari a 5'000 
g·mol-1. Tali oligoHA sono stati convertiti nei corrispondenti amino derivati mediante l’impiego di 
reazioni regioselettive. In particolare, a seguito di amminazione riduttiva del terminale riducente è 
stato possibile ottenere oligoHA-TEG-NH2 aventi 0.08% mol/mol di dimeri sostituiti nel terminale 
riducente (un gruppo aminico su ciascuna catena di oligoHA). Mediante mesilazione regioselettiva 
dei C-6-OH di NAG e successiva sostituzione dei derivati mesilati con gruppi aminici, sono stati 
prodotti oligoHA-6-NH2 con DS nell’ordine del 15%, 30%, 38% e 62% mol/mol. Sia gli oligoHA 
sia i loro amino derivati sono stati la base di partenza per effettuare coniugaioni con gli ox-SWNTs-
OSu descritti nel paragrafo precedente. 
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CAPITOLO 4: CONIUGAZIONE DEI DERIVATI DI HA AI 
ox-SWNTs 
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La sintesi di coniugati tra ox-SWNTs e derivati dell’HA rappresenta l’obiettivo principale della tesi 
di dottorato. Il razionale che ha spinto alla produzione di questa tipologia di coniugati consiste nel 
voler unire le proprietà delle singole specie, in modo da ottenere derivati impiegabili in molteplici 
settori tecnologici. I derivati di HA sono biocompatibili e dotati di svariate funzioni regolatrici a 
livello metabolico sia in cellule eucariotiche sia nei procarioti. Ad esempio, catene di HA dalle 
opportune dimensioni (dai tetrameri [AB]2 in poi) vengono riconosciute da recettori di membrana, 
come CD44, che risultano sovraespressi in molteplici linee cellulari a carattere tumorale. Per questo 
motivo sono stati riportati in letteratura diversi esempi di coniugazioni di farmaci antitumorali quali 
il tassolo,175 il metotressato177 e la camptotecina221 a derivati di HA, allo scopo di indirizzare 
selettivamente gli agenti terapeutici per aumentare l’indice terapeutico e ridurre gli effetti 
collalterali (dovuti all’azione indiscriminata sulle cellule sane). Allo stesso modo, derivati di CNTs 
opportunamente funzionalizzati in modo da risultare solubili in soluzioni acquose, si sono 
dimostrati biocompatibili e capaci di comportarsi da trasportatori di cargo all’interno di svariate 
linee cellulari, sia normali sia cancerose.32, 55. Inoltre le proprietà di assorbimento ottico dei CNTs 
hanno permesso il loro impiego per il trattamento ipertermico di cellule cancerose. I CNTs sono 
infatti in grado di assorbire radiazioni elettromagnetiche con lunghezze d’onda nel visibile-vicino 
inrfarosso, cui si associano energie che non determinano effetti negativi per la vitalità cellulare; 
tuttavia, l’energia acquisita dai CNTs può essere ceduta all’ambiente circostante (ad esempio il 
citoplasma delle cellule che hanno internalizzato i derivati solubili di CNTs) sottoforma di calore, 
con conseguente effetto ipertermico.4. Sulla base di questi presupposti, i coniugati tra CNTs e 
derivati di HA potrebbero trovare impiego per la sperimentazione di trattamenti ipertermici selettivi 
nei confronti delle cellule tumorali che sovraesprimono il recettore CD44. 
I derivati di HA sono inoltre costituenti essenziali della matrice extracellulare (ECM)della maggior 
parte dei tessuti. Viste le proprietà di elevata resistenza meccanica e conducibilità elettrica proprie 
dei CNTs, i coniugati fra derivati di HA e CNTs potrebbero essere impiegati per la produzione di 
substrati per la crescita di cellule ossee e nervose, in modo da costruire protesi artificiali ad elevata 
resistenza meccanica. 
Tuttavia la produzione di coniugati fra derivati dell’HA e CNTs risulta difficoltosa per alcune 
ragioni legate alle caratteristiche delle due specie. 
Gli ox-SWNTs sono stati scelti quali derivati dei CNTs adatti per la coniugazione con i derivati 
dell’HA poichè sono dotati di gruppi carbossilici che possono reagire con i gruppi alcolici e aminici 
presenti sui derivati dell’HA sintetizzati durante l’attività di ricerca; di conseguenza, la 
coniugazione tra le due specie prevede la formazione di esteri o ammidi. Una delle modalità di 
caratterizzazione dei coniugati di ox-SWNTs consiste nella registrazione degli spettri IR, dove è 
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possibile rilevare alcuni segnali caratteristici dei gruppi esterici o amidici e confermare l’avvenuta 
coniugazione. Tuttavia, la struttura costitutiva dell’HA contiene gruppi amidici e carbossilici che 
interferirebbero con la determinazione dei suddetti segnali. Anche le analisi XPS (X-ray 
Photoelectron Spectroscopy), spesso impiegate in concerto alle caratterizzazioni IR risultano 
inapplicabili per la stessa ragione. 
Gli ox-SWNTs hanno una concentrazione effettiva di gruppi funzionali relativamente bassa: 100 
mg di ox-SWNTs possiedono 0.34 mmol di COOH, ma non tutti i gruppi carbossilici sono 
accessibili per reagire, a seconda della loro localizzazione sui singoli nanotubi. Inoltre, la solubilità 
di ox-SWNTs in DMF è bassa (≈ 0.1 mg·mL-1) e bisogna considerare la loro tendenza a formare 
aggregati, anche in soluzione (vedi paragrafo 2.2). 
I derivati di HA possiedono gruppi funzionali in quantità significative: 100 mg di oligoHA hanno 
circa 0.25 mmol di COOH, 0.25 mmol di ossidrili primari, 0.75 mmol di ossidrili secondari e circa 
0.02 mmol di terminali riducenti. A differenza degli ox-SWNTs, essi sono perfettamente solubili sia 
in soluzioni acquose, sia in solvente organico, come sali di TBA (vedi paragrafi 3.2 e 3.3);  
Infine, la migliore modalità di attivazione dei carbossili degli ox-SWNTs prevede l’uso di SOCl2 e 
condizioni drastiche di reazione (temperature superiori ai 100 °C per 3-4 giorni), nelle quali si 
osserverebbe degradazione dei derivati di HA. D’altrocanto, l’attivazione mediata da carbodiimmidi 
richiede condizioni di reazione molto più blande, ma determina tassi di funzionalizzazione minori, 
rispetto all’uso di SOCl2.  
Per queste ragioni è stato necessario utilizzare il modello ox-SWNTs-PEG per valutare la fattibilità 
della reazione degli ox-SWNTs-OSu con polimeri idrofilici dotati di gruppi aminici, e mettere a 
punto un’insiem di analisi di spettroscopia 1H-NMR (1D e 2D-DOSY) per determinare l’avvenuta 
coniugazione.  
Sulla base di queste considerazioni, sono state condotte reazioni di coupling tra derivati degli ox-
SWNTs e derivati di oligoHA o HA, in modo da formare legami esterici o ammidici tra le due 
specie  
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 4.1 Formazione di esteri con ox-SWNTs 
La prima modalità di coniugazione impiegata è stata la reazione tra ox-SWNTs-OSu preparati nel 
modo descritto nel paragrafo 2.3, ed oligoHA-TBA, per formare coniugati via estere (figura 4.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1 Condizioni sintetiche per la produzione di ox-SWNTs-oligoHA estere. 
 
A seguito della reazione, la purificazione del coniugato ox-SWNTs-oligoHA consiste nella 
precipitazione della miscela di reazione in tampone fosfato- (pH = 7.0), al fine di separare i nanotubi 
solubilizzati da quelli aggregati, o non sufficentemente funzionalizzati e quindi insolubili. Dalla 
sospensione risultante la porzione solubile, contenente il coniugato e gli oligoHA in eccesso, è stata 
isolata mediante centrifugazione e filtrazione. La soluzione isolata è stata di seguito purificata 
mediante diafiltrazione discontinua (provette con membrana a cut-off molecolare di 30'000 g·mol-1). 
Durante la diafiltrazione discontinua, l’aggiunta di soluzioni di NaCl saturo (nel compartimento del 
retentato figura 2.19) ha determinato la rimozione degli oligoHA in eccesso e lo scambio del TBA+ 
con il Na+. L’aggiunta di NaCl comporta due effetti: innanzitutto si ostacola la possibile interazione 
tra gli oligoHA in eccesso ed il coniugato, in secondo luogo, all’aumentare della forza ionica 
diminuisce il raggio idrodinamico dei derivati di HA in soluzione.222 Ciò favorisce la loro 
permazione della membrana di filtrazione. La completa rimozione degli oligoHA in eccesso è stata 
confermata sia dalla rilevazione della conduttanza del filtrato, che doveva coincidere lo la 
conduttanza dell’ H2O impiegata durante la diafiltrazione, sia dalla degli spettri 1H-NMR del filtrato 
(figura 4.2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.2 Rappresentazione schematica della procedura per la purificazione di ox-SWNTs-oligoHA estere. 
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Il prodotto purificato è stato isolato a seguito di liofilizzazione. La solubilità in acqua dei coniugati 
è stata valutata mediante spettroscopia UV-vis. Dopo preparazione di soluzioni a concentrazione 
nota di coniugato, sono state ottenute curve UV-Vis con le quali è stato possibile costruire curve di 
regressione lineare che permettono l’estrapolazione della solubilità della soluzione satura del 
coniugato. In questo modo le solubilità sono risultate nell’ordine dei 12-15 mg·mL-1 (figura 4.3) 
Inoltre, considerando l’assenza di assorbanza da parte degli oligoHA al di sopra dei 220 
nm,l’andamento dei profili UV-vis dei coniugati conferma la presenza di ox-SWNTs solubilizzati 
nelle soluzioni. In figura 4.3 è riportato l’aspetto di una soluzione di coniugato alla concentrazione 
di 3 mg·mL-1. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3 Determinazione per via spettrofotometrica (UV-vis) della solubilità in H2O di ox-SWNTs-
oligoHA estere.A destra, immagine di una soluzione acquosa del coniugato. 
 
 
La solubilità dei coniugati in H2O ha permesso la registrazione dei loro spettri 1H-NMR e 1D-
DOSY in D2O (figura 4.4). Lo spettro 1H-NMR mostra la presenza dei segnali caratteristici degli 
oligoHA di cui è possibile calcolare la quantità grazie all’impiego di uno standard a concentrazione 
nota (sodio trimetil-silil-propanoato); nell’esempio in figura 4.4, conoscendo le micromoli di 
standard aggiunto ed il numero di protoni a cui si associa il valore dell’integrale a 0 ppm, si può 
calcolalre la quantità (millimoli) di dimeri di HA presente, che risulta pari a 14.7% di oligoHa e 
85.3% di ox-SWNTs (peso/peso). A seguito della registrazione dello spettro 1D-DOSY a valori 
elevati di gradiente elettromagnetico pulsato, condizioni in cui si noterebbe forte attenuazione dei 
segnali di specie a ridotto peso molecolare, permangono con intensità paragonabile a quella 
originale i segnali ritrovati nello spettro 1H-NMR. Di conseguenza, tali segnali sono associati ad 
una specie a ridotto comportamento diffusivo. 
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Figura 4.4 Spettro 1H-NMR e spettro 1D-DOSY a 42.6 G·cm-1 di ox-SWNTs-oligoHA estere in D2O. 
 
In analogia a quanto effettuato per la caratterizzazione degli ox-SWNTs-PEG, è stata condotta la 
determinazione del T1 dei segnali 1H-NMR originanti dalle soluzioni del coniugato e degli oligoHA 
di partenza. In questo caso i risultati sono stati meno netti ed evidenti di quanto ottenuto nel caso di 
ox-SWNTs-PEG. Il segnale su cui si è fatto riferimento al fine di valutare i valori di T1 di oligoHA 
e coniugato è il picco a 1.96 ppm, relativo ai metili di NAG. Quindi soluzioni a concentrazione nota 
di coniugato ed oligoHA sono stati sottoposti ad esperimenti di Inversion recovery che hanno 
fornito i valori di T1 e l’errore sperimental eassociato. Il confronto fra i valori di T1 di oligoHA e 
coniugato a parità di concentrazione è riportato in figura 4.5.  
A parità di concentrazione nominale, coniugato ed oligoHA possiedono tempi di rilassamento 
sovrapponibili sino a concentrazioni di 4.0 mg·mL-1, sopratutto a causa dell’errore sperimentale. A 
6.5 mg·mL-1 la quantità di oligo HA nel coniugato è di ≈ 1 mg, meno di 1/6 rispetto al controllo. Ad 
una minor concentrazione degli oligoHA in soluzione si dovrebbe osservare una riduzione del 
tempo di rilassamento T1. Il T1 delle catene di oligoHA nel coniugato risulta inferiore al controllo a 
parità di concentrazione nominale. (1.26 sec contro 1.33 sec). A parità di concentrazione 
equivalente, invece, il T1 risulta maggiore (1.26 sec contro 1.17 sec) suggerendo una ridotta motilità 
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delle catene di oligoHa nel coniugato, come conseguenza dell’appartenenza ad un sistema 
macromolecolare (gli ox-SWNTs) a diverso comportamento magnetico in soluzione. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5 Confronto dei valori di T1 ottenuti a seguito di esperimenti di Inversion recovery di oligoHA (blu) 
e coniugato (arancione). 
 
Per confermare la presenza di legami estere nei coniugati, alcune soluzioni di ox-SWNTs-HA estere 
sono state sottoposte a idrolisi basica (NaOH, pH= 12.0 16 ore). A seguito dell’idrolisi, le soluzioni 
scure dei coniugati sono diventate trasparenti, ed è comparsa la presenza di un precipitato nero. Le 
soluzioni trasparenti, sono state analizzate mediante 1H-NMR; la figura 4.6 riporta lo spettro di una 
di queste soluzioni. 
Figura 4.6 Immagine della fiala contenente il coniugato dopo idrolisi (destra) rispetto al controllo (sinistra). 
A destra lo spettro 1H-NMR del surnatante recuperato dall’idrolisi del coniugato. 
 
Tali spettri mostrano la presenza dei segnali caratteristici degli oligoHA, ma in queste soluzioni non 
sono più osservabili gli ox-SWNTs. A seguito della rimozione delle catene di oligoHA via estere 
conseguente all’idrolisi basica, gli ox-SWNTs ritornano insolubili in soluzione acquosa e vanno a 
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formare i tipici precipitati scuri che caratterizzano gli ox-SWNTs prima della loro solubilizzazione. 
Il comportamento del coniugato a seguito dell’idrolisi basica è consistente con la presenza di legami 
estere tra gli ossidrili degli oligoHA ed i carbossili degli ox-SWNTs.  
 
4.2 Formazione di ammidi con ox-SWNTs 
Coniugati tra ox-SWNTs-OSu, oligoHA-6-NH2 (paragrafo 3.3) o oligoHA-TEG-NH2 (paragrafo 
3.2) sono stati sintetizzati mediante lo schema di reazione utilizzato per la produzione dei coniugati 
via estere riportato in figura 4.1. Avendo constatato la possibilità di rimuovere i legami via estere 
tra gli oligoHA e i ox-SWNTs, al termine della reazione la miscela di reazione è stata precipitata in 
soluzioni di NaOH, fissando pH= 12. La sospensione risultante è stata centrifugata e filtrata, in 
modo da isolare la soluzione scura contenente il coniugato ed i derivati degli oligoHA portanti 
gruppi aminici. La soluzione isolata è stata di seguito purificata mediante diafiltrazione discontinua 
(provette con membrana a cut-off molecolare di 30'000 g·mol-1); la liofilizzazione della soluzione 
purificata ha permesso di ottenere i coniugati ox-SWNTs-oligo amide come solidi neri.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7 Determinazione per via spettrofotometrica (UV-vis) della solubilità in H2O di ox-SWNTs-
oligoHA amide. 
 
Anche in questo caso la solubilità in H2O dei coniugati è stata valutata attraverso spettroscopia Uv-
vis, risultando nell’ordine dei 3-17 mg·mL-1 (16.7 mg·mL-1 per l’esempio riportato in figura 4.7). 
La maggior variabilità della solubilità dei coniugati via ammide rispetto a quelli via estere deriva da 
molteplici fattori. La quantità di gruppi aminici disponibili a reagire e la loro localizzazione sulle 
catene di oligoHA ha influenzato le rese di prodotto e le relative solubilità in H2O.  
A parità di peso molecolare medio (5'000 g·mol-1) e indipendentemente dalla concentrazione in 
soluzione, le catene di oligoHA possiedono 10.0 mmol·mg-1 di gruppi reattivi (ossidrili) che 
possono reagire con gli ox-SWNTs-OSu, per formare esteri.  
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Per quanto riguarda i derivati aminici degli oligoHA, gli oligoHA-TEG-NH2 presentano solamente 
0.2 mmol·mg-1 di amine che possono aver partecipato alla coniugazione, mentre per gli oligoHA-
NH2 tale quantità è funzione del DS (0.38 mmol·mg-1 al 15% di DS, 0.76 mmol·mg-1 al 30% di DS, 
1.04 mmol·mg-1 al 41% di DS e 1.57 mmol·mg-1 al 62% di DS). La probabilità di incontro tra i 
gruppi aminici dei derivati di oligoHA ed i carbossili attivati degli ox-SWNTs-OSu risulta di 
conseguenza facilitata all’aumentare del DS in gruppi aminici. Quest’ipotesi giustificherebbe il 
motivo per cui i coniugati tra ox-SWNTs ed oligoHA-TEG-NH2 sono stati ottenuti con le minori 
rese e presentano i più bassi valori di solubilità in H2O. D’altrocanto, i migliori risultati in termini di 
resa di prodotto e sua solubilità sono stati ottenuti a partire dagli oligoHA-NH2 con DS > 30%, 
andamento che risulta consistente con l’ipotesi formulata.  
I prodotti così ottenuti sono stati caratterizzati mediante spettroscopia 1H e 13C-NMR, esperimenti 
1D e 2D-DOSY ed HSQC; inoltre è stato determinando il tempo di rilassamento dei segnali 1H-
NMR. La figura 4.8 riporta il confronto tra spettri 1H e 13C di oligoHA-NH2 (40%)e del relativo 
coniugato. 
Figura 4.7 Spettri 1H (sinistra) e 13C (destra) di oligo-HA-NH2 (DS 40%) (sopra) e del coniugato (sotto) in 
D2O. 
 
Gli spettri 1H e 13C evidenziano la presenza dei segnali caratteristici di oligoHA-NH2 nel coniugato; 
considerando l’idrolisi di eventuali legami esterei formati durante la coniugazione (per trattamento a 
pH 12) e i profili all’UV-vis delle soluzioni dei coniugati, queste indicazioni supportano l’avvenuta 
solubilizzazione degli ox-SWNTs per formazione di legami amidici con gli oligoHA-NH2 (a DS > 
30%). Sia lo spettro 13C, sia i risultati HSQC non mostrano variazioni significative dei segnali dei 
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C-6 –NH2 delle NAG a seguito della coniugazione, nè appaiono i corrispondenti segnali dei C-6 
vicinali alle ammidi (metilene C-6 amidico). Ciononostante è sufficiente un solo legame amidico tra 
oligoHa-NH2 e gli ox-SWNTs per ottenere la coniugazione; inoltre, tale interazione può avvenire in 
diverse porzioni di ciascun nanotubo (estremità e pareti di nanotubi singoli o aggregati), quindi 
ciascun metilene C-6 amidico è potenzialmente sottoposto ad intorni magnetici differenti. 
Conseguentemente, i segnali corrispondenti possono risultare fortemente allargati e sopratutto a 
bassa intensità. Ci sono altri dati che supportano l’avvenuta formazione di legami covalenti tra gli 
ox-SWNTs-OSu e gli oligoHA-NH2 (a DS > 30%), come quelli risultanti dal paragone dei profili 
TGA, normale e differenziale, degli oligoHA-NH2 di partenza, del coniugato e della miscela fisica 
equivalente. (figura 4.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.8 Profili TGA normale (sinistra) e differenziale (destra) di oligoHA-NH2 (DS 40%) (——), 
coniugato (——) e miscela fisica equivalente (——); analisi sotto flussodi N2, incremento termico = 5 
°C·min-1. 
 
I profili TGA evidenziano le differenti proprietà di combusione della frazione organica coniugata o 
miscelata agli ox-SWNTs: gli oligoHA di partenza presentano temperatura alla quale si osserva 
massima decomposizione (Tmax) pari a 232 °C, mentre nel coniugato si osserva Tmax di 250 °C. 
La miscela fisica equivalente presenta comportamento intermedio, con Tmax di 238 °C. 
L’esecuzione delle analisi in triplicato ha generato risultati del tutto sovrapponibili, quindi la 
differenza tra le Tmax prima e dopo la coniugazione (+18 °C) o in confronto alla miscela fisica 
equivalente (+12°C) risulta significativa: nella miscela fisica equivalente, il basso incremento di 
Tmax rispetto agli oligoHA-NH2 è conseguenza della capacita di termostatazione collegata alle 
proprietà termiche degli ox-SWNTs, tuttavia a seguito della coniugazione serve una maggior 
energia termica per la pirolisi degli oligoHA-NH2 nei coniugati. Tale incremento di energia 
potrebbe essere collegato alla rottura dei legami amidici, particolarmente resistenti, presenti nei 
coniugati. 
Le soluzioni contenenti i coniugati sono state depositate su griglie di rame, al fine di correlare le 
informazioni spettroscopiche a quelle microscopiche attraverso analisi TEM.  
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Figura 4.9 Immagini TEM a diverso ingrandimento (a sinistra scala 500 nm, a destra 50 nm)di griglie di 
rame dopo deposizione di soluzioni 0.5 mg·mL-1 di coniugati ox-SWNTs-oligoHA via amide. A destra 
immagine TEM di ox-SWNTs-Phe-O-tBu. 
 
Nelle molteplici immagini TEM, come in quelle riportate in figura 4.9, è possibile ritrovare oggetti 
che presentano assorbimento elettronico (contrasto nero dell’immagine) e morfologia propria di 
SWNTs aggregati o isolati. A differenza delle immagini TEM ottenute a seguito delle analisi dei 
coniugati descritti nel paragrafo 2.2, i nanotubi presenti in queste immagini presentano un contrato 
meno evidente tra i loro bordi e la superfice. Questa sorta di “rivestimento” non era presente nei 
coniugati con le piccole amine organiche (immagine a destra in figura 4.9) e potrebbe quindi essere 
associato alle catene di oligoHA-NH2 che “ricoprono” gli ox-SWNTs nei coniugati.  
 
4.3 Funzionalizazione dei coniugati con farmaci 
L’introduzione di oligoHA-NH2 sugli ox-SWNTS determina importanti conseguenze per la 
reattività dei coniugati: gli spettri 13C-NMR dei coniugati via ammide evidenziano i segnali propri 
dei C-6 NH2 di NAG, confermando la presenza di gruppi aminici impiegabili per l’ulteriore 
funzionalizzazione dei coniugati. 
Per verificare la fattibiltà della funzionalizzazione dei coniugati con , è stata scelta la formazione di 
legami ammidici quale modalità di reazione e l’Ibuprofene come molecola modello. 
La scelta dei gruppi aminici liberi nel coniugato come punto di ancoraggio per le molecole 
desiderate dipende da alcuni fattori quali: 
1. la possibilità di formare legami ammidici effettuare sostituzioni nucleofile in condizioni di 
reazione blande, in cui si mantiene l’integrità strutturale dell’HA.  
2. La possibilità di rilevare dagli spettri 13C-NMR dei coniugati funzionalizzati l’avvenuta 
trasformazione dei C-6 NH2 di NAG, come conseguenza della derivatizzazione. 
Al tempo stesso, l’ibuprofene è risultato una molecola modello per diversi motivi: 
1. Contiene gruppi carbossilici che possono essere attivati, per effettuare successivi coupling. 
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2.  Possiede elementi strutturali (anello aromatico bisostituito e catena iso-butilica) che 
generano segnali caratteristici alle analisi 1H-NMR, in zone dello spettro dei coniugati libere 
dai segnali degli oligoHA-NH2. 
La coniugazione tra ox-SWNTs-oligoHA amide e Ibuprofene è stata effettuata sia a partire dal 
coniugato come sale sodico, sia a partire dal sale di TBA. A seguito dell’attivazione dell’ibuprofene 
a Ibuprofene N-idrossi-succinimidilestere (Ibu-OSu,) le reazioni di coniugazione sono state 
condotte o in fase eterogenea, da soluzioni acquose, o in soluzione (DMF). La figura 4.12 riassume 
entrambe le condizioni di reazione per ottenere coniugati ox-SWNTs-oligoHA-Ibu a partire da 
coniugato avente oligoHA-6-NH2 con 41% DS in gruppi aminici mol/mol.  
 
 
Figura 4.13 Condizioni per la funzionalizzazione di ox-SWNTs-oligoHA amide con Ibuprofene. 
 
In entrambi i casi le miscele di reazione sono state diluite in soluzioni di NaHCO3 (pH = 12.0) per 
ottenere due effetti: 
in primo luogo si opera la scissione dei possibili legami estere tra Ibuprofene ed oligoHA-NH2 
presenti nel coniugato. 
Secondariamente, si trasforma l’Ibu-OSu utilizzato in eccesso in ibuprofene sale sodico, specie 
solubile in H2O e rimuovibile come filtrato mediante diafiltrazione discontinua. (vedi figura 4.6) 
 La purificazione è stata effettuata mediante diafiltrazione discontinua in provette da centrifuga, 
contenenti membrane a cut-off molecolare pari a 10'000 g·mol-1; la permeazione attraverso tali 
membrane dell’ibuprofene in eccesso è stata monitorata sia rilevando la conduttanza del filtrato, sia 
analizzando il filtrato mediante analisi 1H-NMR. I coniugati, isolati dopo precipitazione in acetone, 
sono stati caratterizzati mediante spetroscopia 1H-NMR ed analisi 1D-DOSY. Lo spettro 1H del 
filtrato, ottenuto dopo diafiltrazione discontinua a seguito della reazione in fase eterogenea (figura 
4.14-b), mostra i segnali caratteritici dell’Ibuprofene, (aromatici tra 7.0 e 7.4 ppm e i differenti 
segnali alifatici, tra 0.8 e 2.6 ppm riportati in figura 4.14-a), confermando la possibilità di rimuovere 
L’ibuprofene non reagito mediante questa modalità di purificazione. Lo spettro 1D-DOSY a 42.6 
G·cm-1 dei coniugati riporta la presenza dei segnali caratteristici dell’Ibuprofene, quali gli aromatici 
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tra 7.0 e 7.4 ppm e i differenti segnali alifatici, tra 0.8 e 2.6 ppm. La presenza di questi segnali ad un 
valore così elevato di gradiente elettromagnetico esclude la possibilità che essi derivino da 
Ibuprofene non coniugato. Ciò che differenzia i due spettri 1D-DOSY è l’intensità di tali segnali in 
relazione alla struttura degli oligoHA-NH2 presenti nel coniugato (figure 4.14 (c) e (d): negli 
equivalenti spettri al protone, normalizzando a 300 l’integrale dei picchi dei metili sulle NAG si 
osserva un DS di ≈ 8%, a seguito di reazione in fase eterogenea; a seguito della reazione in 
soluzione si osserva invece elevata sostituzione dei C-6 NH2 delle NAG nel coniugato, con valori di 
DS pari ≈ 34%. La verifica della rimozione dall’eccesso di Ibuprofene a seguito della purificazione, 
assieme al mantenimento dei suoi segnali caratteristici nelle analisi 1D-DOSY dei coniugati, a 
seguito dell’idrolisi dei legami estere, sono state considerate prove sufficenti per stabilire l’avvenuta 
funzionalizzazione del coniugato.  
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Figura 4.14 Spettro 1H di Ibuprofene (a), del filtrato durante la purificazione del coniugato (b). Spettri 1D-
DOSY a 42.6 G·cm-1 dei coniugati dopo reazione in fase eterogenea (c) e dopo reazione in soluzione (d). 
 
Questa prova di fattibilità ci ha permesso di impiegare un’ulteriore farmaco per la 
funzionalizzazione dei conugati ox-SWNTs-oligoHA via ammide: il metotressato (MTX figura 
4.14).  
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Figura 4.14 Struttura del metotressato. 
 
Il MTX è un farmaco ampiamente utilizzato per il trattamento di alcuni tumori umani, quali linfomi 
(Hodgkin, non-Hodgkin, delle cellule T cutanee), cancro alla testa, collo polmoni, mammelle ed 
ossa, nonchè un forte immunosoppressore generale.223Esso agisce da inibitore della diidrofolato-
riduttasi, un’enzima essenziale per la biosintesi di timidilato, il qule è necessario per la replicazione 
del DNA.224 
L’efficacia dell’MTX nella terapia anticancro è limitata dalla sua breve emivita plasmatica, per cui 
è necessario somministrarlo ad alte dosi; a questo si associano spesso farmaco-resistenza e 
comparsa di seri effetti collaterali. Tali effetti possono essere limitati tramite immobilizzazione del 
farmaco su sistemi macromolecolari aventi le seguenti caratteristiche: 
1.  dimensioni molecolari tali da sfruttare l’elevata permeabilità dei distretti capillari contigui 
al tessuto tumorale, rispetto ai tessuti sani. Nel tessuto tumorale le macromolecole si 
accumulano a causa della presenza dell’endotelio discontinuo e dell’ostruzione dei capillari 
linfatici, attraverso un’effetto noto come Enhanced Permeability and Retention (EPR). Di 
conseguenza l’introduzione di un farmaco antitumorale su coniugati ox-SWNTs-HA 
dovrebbe permettere, negli eventuali test in-vivo l’accumulo del terapeutico nel distrtto 
tumorale.  
2.  possedere proprietà strutturali capaci di determinare indirizzamento specifico su linee 
cellulari che sovraesprimono determinati recettori di membrana . Come riportato nella 
sezione introduttiva, le catene di HA, e quindi gli oligoHA presenti nei coniugati, possono 
essere riconosciute da recettori di membrana (CD44,143, 149, 164 HARE/Stabilina-2,225 LYVE-
1142) che ne modulano l’internalizzazione a livello cellulare. I coniugati ox-SWNTs-HA 
dovrebbero essere riconosciuti da tali sistemi recettoriali, quindi l’introduzione di 
un’antitumorale su questo tipo di strutture potrebbe determinare la formazione di un sistema 
antitumorale selettivo. 
3.  Possedere molteplici punti di attacco del farmaco: gli oligoHA-6-NH2 presenti nei coniugati 
possiedono, a seconda del DS, molteplici gruppi aminici per ciascuna catena di oligomero. 
Di conseguenza più molecole di farmaci antitumorali possono essere introdotti su ciascuna 
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catena di oligoHA-NH2 presente nei coniugati. Avere più catene di oligoHA-NH2 per 
ciascun nanotubo e poter introdurre moletplici molecole di antitumorale per ciascuna catena 
di oligoHA-NH2 potrebbe ridurre drasticamente gli effetti secondari del metotressato in-
vivo, poichè si andrebbe a limitare la sua possibilità di agire in sedi diverse da quella 
tumorale. 
I coniugati ox-SWNTs-oligoHA via ammide soddisfano tutte queste caratteristiche e quindi sono 
stati impiegati quale piattaforma macromolecolare su cui introdurre molecole di metotressato. 
Nella struttura chimica dell’MTX è presente un residuo di acido glutammico, quindi ciascuna 
molecola di MTX possiede due gruppi carbossilici (figura 4.14). Risulta difficile attivare 
selettivamente uno solo dei due gruppi: è stato infatti evidenziato che l’attivazione con diimmidi di 
MTX a MTX-OSu determina la formazione della specie bis-attivata, la quale ha determinato 
indesiderate reazioni di cross-linking con le specie monoaminiche utilizzate dagli autori.226 Nello 
stesso studio, tuttavia è stato indicato che la formazione dell’anidride di MTX escludeva la 
possibilità di ottenere crosslinkati, permettendo di isolare i prodotti di reazione desiderati.  
Tenendo in considerazione tale evidenza, si è scelto di sintetizzare l’anidride del MTX (MTX2O) ed 
utilizzare gli ox-SWNTs-oligoHA sale di TBA, per effettuare la coniugazione in soluzione (DMF) 
(figura 4.15). La sintesi di MTX2O ha richiesto l’uso della Dicicloesil-carbodiimmide (DCC) quale 
agente condensante, utilizzata in difetto al fine di escludere la presenza di DCC non reagita nella 
miscela di reazione. La filtrazione della miscela di reazione ha permesso di isolare MTX2O e 
l’MTX non reagito dalla dicicloesil-urea, quindi tale soluzione in DMF è stata impiegata per la 
successiva reazione di coupling. La dissoluzione degli ox-SWNTs-oligoHA sale di TBA, in 
presenza di base, ha permesso il coupling tra le due specie. La purificazione della miscela di 
reazione è stata effettuata a seguito dell’idrolisi basica (pH=12, 16 ore), necessaria a rimuovere le 
molecole di MTX legate via estere al coniugato e facilitare la loro solubilizzazione in soluzioni 
acquose come sali sodici. A seguito dell’idrolisi basica, la soluzione contenente il coniugato 
funzionalizzato e l’MTX in eccesso è stata purificata mediante diafiltrazione discontinua in provette 
da centrifuga, contenenti membrane a cut-off molecolare pari a 10'000 g·mol-1. La diafiltrazione è 
continuata, con l’aggiunta di soluzioni di NaCl e poi H2O, sino a quando la conduttanza del liquido 
filtrato, contenente l’eccesso di MTX, i sali e la DMF, è risultata pari a quella dell H2O utilizzata. 
La precipitazione della soluzione purificata in acetone ha permesso di ottenere ox-SWNTs-
oligoHA-MTX come solido grigio-nero. 
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Figura 4.15 Procedura per la funzionalizzazione di ox-SWNTs-oligoHA con MTX. 
 
I coniugati ox-SWNTs-oligoHA-MTX sono stati sottoposti alla determinazione del profilo 
termogravimetrico parziale (sino a 250 °C), in modo da valutate l’umidità presente nei campioni: a 
differenza della procedura di isolamento dei coniugati ox-SWNTs-oligoHA, la precipitazione in 
solvente organico e l’essicazione a pressione ridotta sono risultate meno efficaci per la rimozione 
dell’H2O presente in ox-SWNTs-oligoHA-MTX. Il profilo termogravimetrico differenziale (figura 
4.16) mostra due range di perdita di peso associabili alla rimozione dell’H2O: tra 100 e 135 °C si 
osserva una prima perdita di peso (24%) collegabile all’umidità propria del campione, mentre tra 
135 e 160 °C avviene la perdita di peso collegata all’H2O legata dagli oligoHA-NH2 presenti nel 
coniugato (5.3%).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.16 Profilo termogravimetrico normale (——) e differenziale (----) di ox-SWNTs-oligoHA-MTX. 
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Stabilità l’umidità dei campioni, sono state preparate soluzioni a concentrazione nota di ox-
SWNTs-oligoHA-MTX in tampone fosfato, in modo da determinare la solubilità per via 
spettrofotometrica (UV-Vis, figura 4.17). Ad esempio, partendo da un coniugato ox-SWNTs-
oligoHA ammide con DS 41% e solubilità di 16.7 mg·mL-1, è stato ottenuto un coniugato ox-
SWNTs-oligoHA-MTX avente solubilità pari a 10.5 mg·mL-1. La registrazione degli spettri UV-Vis 
ha messo in evidenza un’ulteriore aspetto a supporto della avvenuta funzionalizzazione. Gli 
assorbimenti caratteristici dell’MTX avvengono tra 245 e 440 nm risultando, nelle condizioni 
analitiche impiegate, pari a 258.2, 302.8 e 371.7 nm. Nelle stesse condizioni, gli ox-SWNTs 
mostrano assorbimento continuo nell UV-vis e nel vicino infrarosso, I coniugati ox-SWNTs-
oligoHA-MTX mostrano caratteristiche di assorbimento proprie delle due specie che li 
compongono, con assorbimenti caratteristici nel visibile dati dai residui di MTX legati al coniugato, 
e l’assorbimento monotonicamente crescente (dal vicino IR verso il visibile) proprio degli ox-
SWNTs solubilizzati. In particolare, gli assorbimenti caratteristici dell’MTX nei coniugati non 
subiscono particolari variazioni, manifestandosi a 258.2 nm (-0.5 nm, rispetto a MTX libero), 306.5 
nm (+ 3.7 nm) e 370.7 nm (-1.0 nm), risultando del tutto simili a quelli dell’MTX libero. Quando un 
cromoforo è legato ai CNTs, esibisce proprietà fotofisiche differenti: se il cromoforo viene eccitato 
da una radiazione elettromagnetica esterna, il suo assorbimento e la sua emissione subiscono delle 
modifiche (attenuazione ed effetto batocromico)227, 228 che diminuiscono all’aumentare della 
distanza del cromoforo dalla superficie dei CNTs.17 
Il comportamento di assorbimento all’UV-Vis del coniugato suggerisce che vi sia una distanza 
considerevole fra gli ox-SWNTs e l’MTX, dal momento che non è stato riscontrato un significativo 
cambiamento delle proprietà di assorbimento ottico da parte del MTX legato. Tale distanza è legata 
alla presenza degli oligoHA-NH2 frapposti tra gli ox-SWNTs e l’MTX.  
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Figura 4.17 Curva di regressione impiegata per il calcolo della solubilità di un coniugato ox-SWNTs-
oligoHA-MTX (sinistra) e confronto fra i profili di assorbimento UV-Vis di ox-SWNTs-oligoHA-MTX, MTX e 
ox-SWNTs (destra) in tampone fosfato 50 mM, pH =7.4.  
 
A seguito della caratterizzazione UV-Vis, i coniugati ox-SWNTs-oligoHA-MTX sono stati 
analizzati mediante spettroscopia 1H-NMR: lo spettro 1H-NMR , registrato in presenza di standard 
sodio trimetil-silil-propanoato (STSP) è riportato in figura 4.18. Nello spettro sono visibili i segnali 
aromatici ed alifatici di MTX: tra 6.4 e 7.8 ppm due multipletti allargati rappresentano le risonanze 
dei protoni fenilici (2H + 2H), mentre a campi più bassi (8.1-8.6 ppm) c’è il segnale dell’unico 
protone appartenente all’anello purinico di MTX; per comodità li indicheremo con SAr. A campi 
più alti, (1.7-2.5 ppm) si trovano i segnali dei 4 protoni alifatici del residuo di glutammico di MTX, 
parzialmente sovrapposti dal segnale dei metili di NAG; per comodità indicheremo questi segnali 
alifatici come SAl).  
Per calcolare il DS di MTX come moli percentuale di dimeri sostituiti, si effettua il seguente 
calcolo:  
1. si normalizza a 300 l’integrale dei SAl (SAl0) ; esso risulta composto dai 3 protoni del 
metile di NAG e da una quantità incognita dei 4 protoni alifatici del glutammato in MTX. Si 
ottiene in questo modo il valore degli integrali dei singoli segnali SAr0 , relativi a 5 protoni.  
2. Si aggiungono i 4/5 della somma degli integrali SAr0 all’ integrale SAl0 ; si ottiene così il 
valore SAr1. 
3. Tramite un metodo iterativo si riesegue il sopracitato calcolo altre n volte (n > 3). 
 La differenza tra SAr0 e SArn diminuisce, al crescere di n, e quando raggiunge valori decimali, si 
mantiene il numero ottenuto, che rappresenta la percentuale di dimeri negli oligoHA-NH2 del 
coniugato che sono stati funzionalizzati a livello del C-6 di NAG con MTX. Siccome tale valore è 
associato ai 5 protoni aromatici, DS MTX = 1/5 SArn, nell’esempio in figura è pari al 31% 
(mol/mol). 
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Figura 4.16 Spettro 1H-NMR di ox-SWNTs-oligoHA-MTX in D2O. 
 
La valutazione del DS, assieme all’utilizzo dello standard STSP ha permesso il calcolo della 
composizione peso/peso delle specie presenti nel coniugato oxSWNTs-HA-MTX. Per il coniugato 
di cui si riporta lo spettro 1H-NMR essa è risultata pari a 2.4% MTX, 6.9% oligoHA-NH2 e 90.7% 
ox-SWNTs. La quantità di MTX è stata confermata attraverso le indagini di spettrofotometria UV-
Vis: dal confronto fra il valore di assorbanza dell’MTX libero in funzione della sua concentrazione 
e quella di una soluzione a concentrazione nel coniugato (0.09385 a 0.1 mg·mL-1), è risultata una 
quantità di MTX nel coniugato pari al 2.3%, consistente con le evidenze 1H-NMR. Lo spettro 1D-
DOSY registrato con intensità di gradiente pari a 42.6 G·cm-1 (figura 4.19)mostra chiaramente che i 
segnali caratteristicici dell’MTX non subiscono attenuazione, evidenziando un comportamento 
diffusivo simile a quello degli oligoHA-NH2 del coniugato.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.19 Spettro 1D-DOSY di ox-SWNTs-oligoHA-MTX in D2O. 
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Per confermare questa indicazione e valutare in modo più accurato il comportamento diffusivo sia 
degli oligoHA-NH2 sia dell’MTX presenti nel coniugato, sono state condotte indagini si 
spettroscopia 2D-DOSY. La figura 4.20 riporta lo spettro 2D-DOSY di ox-SWNTs-HA-MTX, da 
cui possono essere tratte molteplici conclusioni:  
1. i segnali aromatici dell’MTX diffondono alla stessa velocità dei segnali degli oligoHA-NH2 
presenti nel coniugato, di conseguenza appartengono alla stessa molecola.  
2. I segnali osservati al 1H-NMR appartengono ad una specie dalla bassa diffusione in 
soluzione, come evidenziato dal ridotto valore del coefficente di diffusione computato (0.78 
m2·s-1·10-10).  
3. Tenendo in considerazione la sensibilità delle analisi NMR, apparentemente nel coniugato 
non sono presenti altri tipi di impurezze: l’analisi 2D-DOSY mostra la presenza di due sole 
specie, il coniugato e l’H2O.  
 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.20 Spettro 2D-DOSY di ox-SWNTs-oligoHA-MTX in D2O. 
 
 
Le soluzioni impiegate per le analisi NMR dei coniugati sono state utilizzate per condurre 
caratterizzazioni TEM. A seguito della deposizione di una goccia (≈ 50 µL) di tali soluzioni su 
superfici di rame, è stato possibile raccogliere moleplici immagini, come quelle riportate in figura 
4.21. In queste immagini è presente un’insieme di oggetti depositati sulle superfici che, per 
caratteristiche di assorbimento elettronico e valori di lunghezze e diametri, sono compatibili con le 
caratteristiche strutturali di ox-SWNTs isolati e/o aggregati. Il confronto fra le immagini TEM di 
SWNTs grezzi ed il coniugato ox-SWNTs-HA-MTX evidenzia una drastica riduzione delle 
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impurezze, sia di tipo metallico sia carbonioso, a seguito delle numerose procedure di purificazione 
necessarie a produrre il coniugato.  
  
Figura 4.21 Immagini TEM dopo deposizione di soluzioni di ox-SWNTs-oligoHA-MTX su superfice di rame 
A destra immagine di SWNTs prelevati da campion ecommerciale, prima delle loro modificazioni strutturali. 
 
 In conclusione, partendo da derivati di CNTs, quali gli ox-SWNTs attivati ad N-idrossisuccinimidil 
esteri, e derivati di HA, sono stati prodotti coniugati contenenti le due specie. La formazione di 
legami estere è stata confermata dalla possibilità di solubilizzare gli ox-SWNTs mediante reazione 
di coupling con oligoHA e la successiva precipitazione dei ox-SWNTs a seguito dell’ idrolisi 
basica. Nelle stesse condizioni di idrolisi basica, i coniugati fra oligoHA-NH2 (con DS >30%) ed 
ox-SWNTs rimangono solubili in soluzioni acquose, con valori di solubilità, determinati per via 
spettrofotometrica, inferiori a quanto ottenuto nei coniugati via estere. Altre evidenze sperimentali 
suggeriscono la solubilizzazione dei ox-SWNTs a seguito della formazione di legami covalenti con 
i derivati di HA, quali: 
1. il profilo di assorbimento UV-vis che evidenzia ox-SWNTs solubilizzati, ottenibile solo a 
seguiti di reazione chimica. 
2. l’assenza di attenuazione dei segnali caratteristici dei derivati di HA a valori di gradienti 
prossimi al massimo applicabile, negli esperimenti 1D-DOSY. 
3. La possibilità di ritrovare con estrema facilità ox-SWNTs isolati e/o agregati a seguito della 
deposizione delle soluzioni impiegate per le analisi NMR su substrati analizzati mediante 
microscopia TEM. 
4. Il diverso comportamento termico dei coniugati e delle equivalenti miscele fisiche a seguito 
di analisi termogravimetriche. 
5. Le differenti proprietà di tempo di rilassamento, a seguito della coniugazione. 
6. La possibilità di rilevare la presenza dei segnali caratteristici di un linker contenente un 
gruppo aromatico in soluzione acquosa, a seguito della coniugazione fra ox-SWNTs-linker e 
oligoHA-NH2. 
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I coniugati via ammide, sono stati ulteriormente funzionalizzati ocn farmaci quali Ibuprofene e 
metotressato.  
La purificazione dei coniugati funzionalizzati è stata seguita attraverso spettroscopia NMR, che ha 
permesso la verifica della rimozione dei farmaci non legati utilizzati in eccesso. Le analisi 1D-
DOSY e 2D-DOSY dei coniugati funzionalizzati con farmaco confermano un comportamento 
diffusivo proprio di un unico sistema macromolecolare, in cui i farmaci risultano legati 
covalentemente agli ox-SWNTs-HA. Anche in queso caso le informazioni ottenute mediante 
spettroscopia NMR. Relative alla frazione organica legata agli ox-SWNTs, sono state confermate 
mediante miscoscopia TEM, capace di rilevare la presenza di ox-SWNTs solubilizzati nel coniugato 
in soluzione. 
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In questa tesi di dottorato si riportano i risultati ottenuti a seguito della produzione e 
caratterizzazione di coniugati fra derivati dei nanotubi di carbonio e derivati dell’acido ialuronico. 
La produzione di questa tipologia di coniugati macromolecolari ha richiesto un’estensivo lavoro 
preliminare mirato alla produzione e caratterizzazione di opportuni derivati sia dei nanotubi di 
carbonio sia dell’acido ialuronico. In particolare, è stato necessario produrre derivati ossidati di 
nanotubi di carbonio per molteplici ragioni. A seguito di trattamento ossidativo dei campioni 
commericali di nanotubi di carbonio a parete singola è stato possibile: 
 ridurre significativamente il contenuto di impurezze, sia di natura metallica sia carboniosa e 
determinare un’accorciamenteo delle lunghezze dei nanotubi, come evidenziato dalle 
indagini di microscopia TEM ed AFM.  
 Introdurre gruppi carbossilici, lungo pareti ed estremità dei nanotubi, come evidenziato dalle 
indagini di spettroscopia IR, in quantità nell’ordine delle 3-5 µmol·mg-1, sulla base delle 
indagini termogravimetriche.  
L’introduzione di gruppi carbossilici sui nanotubi a parete singola ossidati (ox-SWNTs) ha 
permesso di condurre reazioni di formazione di legami ammidici con piccole molecole organiche, 
quali aminoacidi, dipeptidi e derivati del trietilenglicole; tali molecole sono infatti dotate di gruppi 
funzionali capaci di generare segnali intensi in zone ben definite degli spettri 1H-NMR. La 
coniugazione degli ox-SWNTs con queste specie ha determinato la loro solubilizzazione in solvente 
organico, permettendo di registrare spettri 1H-NMR dei coniugati; tali spettri hanno mostrato 
chiaramente la presenza dei gruppi funzionali delle amine organiche introdotte sugli ox-SWNTs, 
con segnali fortemente allargati a conseguenza dell’effetto perturbativo della nuvola elettronica 
presente sulle pareti degli ox-SWNTs. Tuttavia è stata riscontrata una forte interferenza da parte dei 
segnali del solvente, che ha limitato l’ottenimento di informazioni strutturali. L’analisi 1D-DOSY 
degli stessi derivati ha permesso di ridurre drasticamente tale interfernza, ma sopratutto di rilevare i 
segnali delle amine introdotte sui ox-SWNTs a valori di diffusione propri di sistemi 
macromolecolari, supportando l’avvenuta coniugazione covalente fra le due specie. Le informazioni 
ottenute a seguito delle caratterizzazioni 1H-NMR e 1D-DOSY sono state correlate con i risultati 
ottenuti mediante le tecniche di caratterizzazione classiche dei derivati di ox-CNTs, quali 
spettroscopia IR, analisi termogravimetriche e microscopie a scansione di sonda TEM ed AFM; tali 
risultati sono consistenti con l’avvenuta funzionalizzazione covalente dei ox-SWNTs e la loro 
conseguente solubilizzazione in solvente organico. La coniugazione fra ox-SWNTs ed un amino 
derivato del PEG ha rappresentato un’ottimo modello per le successive reazioni fra ox-SWNTs e 
derivati dell’HA: i coniugati ox-SWNTs-PEG sono solubili in soluzioni acquose ed hanno permesso 
di valutare l’avvenuta coniugazione mediante tecniche di spettroscopia 1H-NMR, quali analisi del 
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tempo di rilassamento longitudinale (T1) e caratterizzazioni 1D e 2D-DOSY. L’analisi 2D-DOSY in 
particolare, ha messo in evidenza il differente comportamento diffusivo delle catene di PEG 
coniugate agli ox-SWNTs rispetto a quelle libere, permettendo inotre di seguire il processo di 
ulteriore purificazione di questi coniugati mediante diafiltrazione discontinua. La diafiltrazione 
discontinua si è rivelata una metodologia di purificazione dei coniugati fra ox-SWNTs e PEG 
migliore rispetto alla dialisi, ed è stata adottata per la purificazione dei coniugati fra ox-SWNTs e 
derivati dell’HA. 
I derivati dell’HA impiegati per le coniugazioni con gli ox-SWNTs sono stati prodotti mediante 
idrolisi enzimatica di ialuronato sodico avente peso molecolare medio (ponderale) pari a 20'000 
g·mol-1, generando lotti di oligomeri di HA (oligoHA) con distribuzione dei pesi molecolari centrata 
su 5'000 g·mol-1 e riproducibile nei diversi lotti di produzione. Attraverso reazioni regioselettive 
sono stati introdotti gruppi aminici primari sulle catene degli oligoHA. Ad esempio, a seguito di 
mesilazione regioselettiva dei ossidrili in 6 dei residui di N-acetil-glucosammina presenti sugli 
oligomeri e successiva sostituzione dei mesilati mediante reazioni in ammoniaca concentrata, sono 
stati ottenuti oligoHA-6-NH2. A seconda delle condizioni di reazione, sono stati ottenuti lotti di 
oligoHA-6-NH2 aventi un numero di gruppi aminici primari fra il 15 ed il 62% delle unità dimeriche 
costituenti le catene degli oligomeri.  
Sono state condotte reazioni di coupling fra ox-SWNTs e oligoHA, attraverso formazione di legami 
esterici, e fra ox-SWNTs e derivati aminici degli oligoHA, in modo da formare coniugati ammidici. 
L’avvenuta formazione di legami estere è stata verificata dall’avvenuta solubilizzazione degli ox-
SWNTs da parte degli oligoHA in soluzioni acquose, evento reversibile a seguito di idrolisi basica 
delle soluzioni dei coniugati. Gli spettri 1H-NMR e 1D-DOSY dei coniugati via estere sono 
consistenti conl’avvenuta introduzione delle catene di oligoHA sugli ox-SWNTs, le quali mostrano 
un ridotto comportamento diffusivo e la diminuzione del loro tempo di rilassamento longitudinale, a 
conseguenza della formazione di sistemi macromolecolari dalla ridotta diffusione e motilità in 
soluzione. L’idrolisi basica dei coniugati via ammide mantiene invece gli ox-SWNTs in soluzione, 
ed anche in questo caso le analisi 1H-NMR, 1D-DOSY e la valutazione del tempo di rilassamento 
longitudinale sono consistenti con l’avvenuta introduzione delle catene di oligoHA-6-NH2 sui ox-
SWNTs. In questi coniugati, anche il confronto fra i loro profili termogravimetrici e quelli di 
oligoHA-6-NH2 e l’equivalente miscela fisica supporta l’avvenuta formazione di legami covalenti 
fra le due specie, come rilevato dalla maggior energia necessaria per rimuovere le catene di 
oligoHA-6-NH2 dagli ox-SWNTs a seguito della coniugazione. Le proprietà dei coniugati 
determiante in soluzione, relative alla presenza delle catene di oligoHA-6-NH2, sono state correlate 
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con le indagini di microscopia TEM, la quale ha confermato la presenza di ox-SWNTs isolati e 
aggregati nelle soluzioni analizzate mediante spettroscopia NMR.  
Infine, i coniugati via ammide sono stati ulteriormente funzionalizzati con farmaci modello, quali 
Ibuprofene e metotressato. L’attivazione dei gruppi carbossilici presenti in questi farmaci, come N-
idrossi-succinimidil esteri per l’ibuprofene e come anidridi per il metotressato, ha permesso la 
funzionalizzazione i gruppi aminici primari delle catene di oligoHA-6-NH2 presenti nei coniugati. 
Anche in questo caso le tecniche di spettroscopia NMR hanno confermato l’avvenuta 
funzionalizzazione dei coniugati via ammide con i farmaci: i segnali NMR dei farmaci hanno 
mostrato lo stesso comportamento diffusivo dei segnali originanti dai coniugati via ammide, a 
conferma della loro appartenenza allo stesso sistema macromolecolare. Le analisi di spettroscopia 
UV-vis dei coniugati funzionalizzati con metotressato confermano l’inserimento del farmaco sulle 
catene degli oligoHA-6-NH2; questo risultato, assieme alla quantificazione operata mediante 
registrazione degli spettri 1H-NMR in presenza di standard, ha permesso la determinazione della 
composizione % (peso/peso) dei coniugati funzionalizzati con farmaco. In questo modo sono stati 
determinati gli equivalenti di metotressato presenti per ciascun mg di coniugato. 
 In conclusione, si riporta per la prima volta la coniugazione di derivati di HA ai nanotubi di 
carbonio attraverso conigazione covalente, e la caratterizzazione completa di tali derivati mediante 
tecniche di spettroscopia NMR basate sulla diffusione (1D e 2D-DOSY). Questa tipologia di analisi 
ha permesso di ottenere informazioni strutturali anche nel caso di derivati di ox-SWNTs modificati 
con piccole molecole organiche e con amino derivati del PEG. Per la prima volta esperimenti di 
spettroscopia NMR basata sulla diffusione sono stati correlati ai risultati ottenuti mediante le 
tecniche di caratterizzazione classiche dei derivati di ox-SWNTs, confermando la presenza di 
nanotubi solubilizzati in solvente organico o in soluzioni acquose a seguito di funzionalizzazione 
covalente.    
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I solventi sono stati acquistati dalla Merck, (Acetone, AcCN, CH2Cl2, CHCl3, DMF, EtOAc, EtOH, 
MeOH, THF), dalla Fluka (HNO3 e H2SO4) e dalla Riedel de Haen (H2O2 30%), l’H2O è stata 
prodotta mediante sistema MilliQ (Millipore Inc.), conduttanza pari a 0.35 µS a 25 °C. Tutti i 
reagenti sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich o dalla Fluka a grado commerciale, ad eccezione 
di α-amino-γ-metossi-aminopolietilenglicole (Mw ≈ 2’000 g·mol-1 Sunbio Inc. lot # CIAM-002-
04112) e dei SWNTs (Carbon Nanotechnologies Inc. lot # R0510c). 
Caratterizzazioni 
Caratterizzazioni termogravimetriche: le analisi termogravimetriche sono state effettuate utilizzando 
l’analizzatore termico TGA 7 (Perkin Elmer) collegato all’unità di controllo TGA 7/DX (Perkin 
Elmer), sottoponendo i campioni ad incrementi termici di 5°C·min-1 o 10°C·min-1 sotto flusso 
costante (20.0 ml·min-1) di N2.  
Caratterizzazioni spettroscopiche: gli spettri all’infrarosso sono stati registrati con FTIR Vertex 70 
(Bruker) connesso a microscopio Hyperion 3000 Vis/IR (Bruker), equipaggiato con detector 
Mercurio-Cadmio Telluride (MCT). I campioni per le caratterizzazioni IR sono stati preparati 
mediante dispersione (≈ 1% peso/peso) in KBr (grado ottico, Carlo Erba reagenti), in modo da 
formare pastiglie da 13 mm. Gli spettri IR sono stati acquisiti dopo 512 scansioni di appropriate 
porzioni delle pastiglie dei campioni. Gli spettri UV-Vis-NIR sono stati registrati mediante 
spettrofotometro Varian, Carry 5000. Gli spettri 1H-NMR, 1D e 2D-DOSY, H-H-COSY, HSQC e 
la determinazione del tempo di rilassamento (T1) sono stati registrati con spettrometro Varian 
INOVA (500 MHz) equipaggiato con sonda a gradiente Performa II-Z (Varian, Palo Alto, CA, 
USA). I campioni sono stati disciolti negli opportuni solventi deuterati (Cambridge isotopes Inc.) e 
posizionati in tubi NMR (3 mm diametro). Gli spettri sono stati acquisiti con 128 transienti o con 
512 transienti (per i derivati di ox-SWNTs). Gli esperimenti NMR a diffusione (1D- e 2D-DOSY) 
sono stati eseguiti mantenendo costanti la lunghezza dell’impulso lungo Z (100 ms) e l’intervallo di 
diffusione (200 ms). L’intensità del gradiente elettromagnetico e stato mantenuto costante negli 
esperimenti 1D-DOSY (valori tra 36.5 e 54.6 G·cm-1 a seconda dei derivati) o incrementato 
progressivamente (da 1.6 a 42.6 G·cm-1) negli esperimenti 2D-DOSY.  
Caratterizzazioni microscopiche: Le immagini di microscopia elettronica a trasmissione (TEM) 
sono state ottenute a seguito della deposizione di soluzioni dei campioni su griglie di Nickel (con 
rivestimento carbonioso, 200 mesh). Tali griglie sono state analizzate con un microscopio 
elettronico operante a 100 kV (Philips 208), e le immagini risultanti sono state registrate mediante 
camera digitale ad alta risoluzione (AMT). Le caratterizzazioni di microscopia a scansione di forza 
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atomica (AFM) sono state effettuate a seguito della deposizione, mediante spin-coating (3'000 rpm, 
3 min), di volumi pari a 50 µL delle soluzioni dei campioni su superfici pulite di fogli di Muscovite 
(Mica, Bayville chemical supply Company Inc.). Tali substrati sono stati analizzati in aria a 25°C 
mediante Nanoscope IIIa (Digital Instruments Metrology Group, USA, modello: MMAFMLN), in 
modalita “tapping-mode”. Le sonde impiegate per le analisi AFM sono a base di Silicio dopato con 
Fosforo (T = 20-80 mm, L = 115-135 mm, fo = 200-400 kHz, k = 20-80 N m1, VEECO, USA), 
operanti ad una frequenza di risonanza pari a ≈ 300 Hz. Le immagini ottenute in questo modo sono 
state analizzate mediante software WsXm 4.0 (Nanotec Electronica S. L.),229 in modo da valutare 
lunghezze e diametri degli oggetti rinvenuti sulle superfici di Mica. 
Caratterizzazioni Cromatografiche: Le analisi HPSEC-MALS-RI sono state condotte solubilizzando 
i campioni (20-40 mg a seconda del campione) in H2O e portando a volume con NaCl 0.15 M. Le 
soluzioni sono state agitate per 16h a 25 °C e protette dalla luce, risultando prive di agglomerati. Le 
soluzioni sono state filtrate attraverso filtro a 0.45 µm (Sartorius Minisart RC25 17795Q) ed 
iniettate in un sistema cromatografico composto da: pompa HPLC PU-2080 Plus (Jasco Ser. No. 
B020360962), colonna TSK PWxl (TosoBioscience) G6000+G5000+G3000 6, 10, 13 µm particle 
size, temperatura = 40 °C, fase mobile = NaCl 0.15 M + 0.01% NaN3, detector MALS DAWN EOS 
(Wyatt Technology Co., USA, Ser. No. 572-E) (dn/dc = 0.167 mL/g) – tipo di cella K5 - λ = 690 
nm, detector spettrofotometrico UV = UV-2077 Plus (Jasco Europe Srl, Italy, Ser. No. 
B014960868) λ = 220 nm, detector a rifrazione interferometrica = Optilab rEX (Wyatt Technology 
Co., USA, Ser. No. 143-REX); sensitivity, 128x, temperature = 40 °C, volume iniettato = 100 l, 
tempo di eluizione = 60 min. Queste analisi hanno permesso la determinazione di Mw (peso 
molecolare medio ponderato), Mn (peso molecolare medio numerico) e PI (indice di polidispersità). 
Le analisi GPC sono state condotte su colonna preparativa a bassa pressione (Amersham 
Biosciences Inc., lunghezza 60 cm, diametro 2.6 cm) riempita con Sephadex G-25 superfine 
(Amersham Biosciences Inc.), iniettando volumi compresi tra 8 e 12 mL di soluzioni 50 mg·Ml-1 di 
oligoHA; fase mobile = H2O, flusso 1.0 mL·min-1, rilevatore differenziale a indice di rifrazione 
(Waters Inc, modello R403) settato a 32 X o 64 X, a seconda del campione. Le analisi di HPLC a 
scambio ionico sono state condotte nel seguente sistema cromatografico: pompa a gradiente 
(Dionex Inc. Modello GS50), colonna cromatografica TSK gel DEAE-5PW (Tosoh Bioscience Inc., 
diametro 7.5 mm, lunghezza 7.5 cm) in camera di termostatata LC25 (Dionex Inc.), detector ad 
array di fotodiodi (λ/nm = 206, 250, 302, 350, 400); condizioni di eluizione = 45 min con 98% 
Na2SO4 0.5 M a flusso 0.8 mL·min-1, 6 min con 60% Na2SO4 0.5 M a flusso 1.0 mL·min-1.    
Sintesi di (S)-2-(tert-butossicarbonilamino)-3-fenilpropanolo 
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Ad una soluzione di Boc-fenilalanina (512 mg, 2 mmol) in THF (15 mL) raffreddata a 0 °C, si 
aggiungono nell’ordine N-metil morfolina (0.24 mL, 2.2 mmol) e isobutil-cloroformiato (0.26mL, 2 
mmol). La risultante sospensione viene agitata a 0 °C per 10 min, e filtrata per rimuovere il solido 
bianco. Il filtrato viene diluito con THF (10 mL) e raffreddato a 0 °C. Alla miscela di reazione si 
aggiunge lentamente una soluzione di NaBH4 (121 mg, 3.2mmol) in H2O (2 mL). Terminata 
l’evoluzione di gas la soluzione viene agitata per ulteriori 15 min, diluita con acqua (25 mL) ed 
estratta con EtOAc (2x40 mL). Le fasi organiche riunite vengono lavate con una soluzione satura di 
NaHCO3 (2x40mL), HCL 10% (2x 40 mL), una soluzione satura di NaCl (40 mL) e seccate su 
Na2SO4 anidro. La rimozione del solvente a pressione ridotta fornisce un solido bianco (490 mg, 
97%) che viene utilizzato senza ulteriori purificazioni. La caratterizzazione è stata effettuata 
mediante: 1H-NMR. 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 1.30 (s, 9H), 2.55 (m, 1H), 2.80 (dd, 1H), 3.27 (m, 2H), 3.5 (bs, 
1H), 4.67 (bm,1H), 6.56 (d, 1H), 7.17-7.25 (m, 5H). 
 
Sintesi di (S)-2-(tert-butossicarbonilamino) -3-fenilpropil-6-(benzilossicarbonilamino)esanoato 
 
 
 
Ad una soluzione di Boc-fenilalaninolo (250 mg, 1 mmol) in DCM (40 mL) si aggiunge acido Cbz-
6-aminoesanoico (265mg, 1 mmol), EDC (383 mg, 2 mmol), DMAP (134mg, 1.1 mmol) e la 
miscela viene agitata a temperatura ambiente per 16h. La soluzione viene diluita con DCM (50 
mL), lavata con una soluzione satura di NaHCO3 (40mL), HCL 10% (40 mL), una soluzione satura 
di NaCl (40 mL) e seccata su Na2SO4 anidro. Il solvente viene rimosso a pressione ridotta. Si ottiene 
un solido bianco (475 mg, 95%) che viene utilizzato senza ulteriori purificazioni. La 
caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H-NMR. 
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1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 1.23 (bm, 2H), 1.31 (s, 9H), 1.39 (m, 2H), 1.49 (m, 2H), 2.25 
(bm, 2H), 2.70 (m, 1H), 2.71 (dd, 1H), 2.96 (d, 2H), 3.85 (bs, 2H), 4.0 (d, 1H), 4.99 (s, 2H), 6.86 (d, 
1H), 7.18-7.35 (m, 10H). 
 
Sintesi di (S)-2-amino-3- fenilpropil-6-( benzilossicarbonilamino)esanoato sale di TFA 
 
 
 
 
2-Boc-amino-fenilpropil-6-Cbz-aminoesanoato (475 mg, 0.9 mmol) viene deprotetto per 
trattamento con una soluzione di TFA 40% in DCM (10 mL) a temperatura ambiente per 1h. Il 
solvente viene rimosso a pressione ridotta e il prodotto cristallizzato con Et2O. Si ottiene un solido 
bianco con resa quantitativa. La caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H-NMR. 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 1.23 (bm, 2H), 1.39 (m, 2H), 1.49 (m, 2H), 2.25 (bm, 2H), 2.70 
(m, 1H), 2.71 (dd, 1H), 2.96 (d, 2H), 3.85 (bs, 2H), 4.0 (d, 1H), 4.99 (s, 2H), 6.86 (d, 1H), 7.18-7.35 
(m, 10H). 
 
Sintesi di tert-butil 2-((4-nitrofenossi)carbonilamino)acetato 
 
 
 
Ad una soluzione di glicina tert-butil estere (1.2g, 6 mmol) e p-nitrofenilcloroformiato (1.0g, 
6mmol) in DCM (70 mL) raffreddata a 0 °C viene aggiunta lentamente trietilamina (1.66 mL, 12 
mmol). La soluzione gialla viene agitata a temperatura ambiente per 16h, diluita con DCM (30 mL), 
lavata con una soluzione satura di NaHCO3 (40mL), HCL 10% (40 mL), una soluzione satura di 
NaCl (40 mL) e seccata su Na2SO4 anidro. Il solvente viene rimosso a presione ridotta fornendo un 
solido giallo (1.75g, 98%) che viene utilizzato senza ulteriori purificazioni. La caratterizzazione è 
stata effettuata mediante: 1H-NMR. 
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1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 1.40 (s, 9H), 3.92 (m, 2H), 7.4 (d, 2H), 7.99 (bs, 1H), 8.28 (d, 
2H). 
 
 
Sintesi di (S)-2-(3-(2-tert-butossi-2-ossoetil)ureido)-3-fenilpropil-6-(benzilossicarbonilamino) 
esanoato 
 
 
Ad una soluzione di (S)-2-amino-3- fenilpropil-6-( benzilossicarbonilamino)esanoato sale di TFA 
(460 mg, 0.9 mmol) e DIPEA (0.16 mL, 2.7 mmol) in CHCl3 (30mL) si aggiunge una soluzione di 
tert-butil 2-((4-nitrofenossi)carbonilamino)acetato (355 mg, 1.2 mmol) in CHCl3 (30 mL) e si agita 
la soluzione a temperatura ambiente per 16h. Si diluisce con CHCl3 (40 mL) e si lava la fase 
organica con una soluzione satura di NaHCO3 (4x40mL) fino alla scomparsa del colore giallo, 
quindi con una soluzione satura di NaCl (40 mL). La fase organica viene seccata su Na2SO4 anidro 
e il solvente rimosso a pressione ridotta. Si ottiene un olio giallo (450 mg, 92%) che viene utilizzato 
senza ulteriori purificazioni. La caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H-NMR. 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 1.25 (m, 2H), 1.38 (m, 9H+2H), 1.52 (m, 2H), 2.68 (dd, 2H), 
2.97 (m, 2H), 3.63 (m, 2H), 3.83-4.03 (m, 5H), 4.99 (s, 2H), 5.91 (bs, 1H), 6.15 (d, 1H), 7.15-7.41 
(m, 10H), 8.1 (d, 1H). 
 
Sintesi di (S)-2-(3-(2-tert-butossi-2-ossoetil)ureido)-3-fenilpropil-6-aminoesanoato 
 
 
 
 
Una soluzione di (S)-2-(3-(2-tert-butossi-2-ossoetil)ureido)-3-fenilpropil-6-
(benzilossicarbonillamino)  esanoato (450 mg, 0.8 mmol) in MeOH (20 mL), in atmosfera di H2 a 
temperatura ambiente, viene agitata in presenza di Pd/C 10% per 16h. La sospensione viene filtrata 
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su celite e il solvente rimosso a pressione ridotta fornendo un olio incolore (330 mg, 92%). La 
caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H-NMR. 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 1.27 (m, 2H), 1.38 (m, 9H+2H), 1.50 (m, 2H), 2.68 (dd, 2H), 
2.65 (m, 2H), 3.60 (m, 2H), 3.83-4.03 (m, 5H), 5.88 (bs, 1H), 6.13 (d, 1H), 7.10-7.25 (m, 5H), 8.1 
(d, 1H). 
Sintesi di tert-butil 2-(2-(2-aminoetossi) etossi)etilcarbamato (H-TEG-NH-Boc) 
 
Su una soluzione di 1,8-diamino-3,6-diossaottano (25.0 g, 168.9 mmol) in 100 mL di diossano, 
mantenuta a 0°C, si fa gocciolare lentamente (3h) una soluzione di Boc2O (12.5 g, 57.3 mmol) in 70 
mL of diossano e si agita a temperatura ambiente per 16h. La miscela viene filtrata su Bϋchner ed il 
filtrato seccato a pressione ridotta. Si ottiene un’olio giallo che viene disciolto in CH2Cl2 ed estratto 
con NH4Cl(aq) (4 x 70 mL). Si basifica la fase acquosa con NaHCO3 e la si estrae con CH2Cl2 (5 x 
150 mL). La fase organica viene anidrificata con Na2SO4 anidro e seccata a pressione ridotta, 
permettendo di isolare un’olio incolore (15.7 g, 63.22 mmol, 37%). La caratterizzazione è stata 
effettuata mediante: 1H NMR. 
1H-NMR: (200 MHz, CDCl3):  : 3.67 (m, 2H), 3.57 (m, 4H), 3.48 (m, 2H), 3.24 (m, 2H), 3.08 (m, 
2H), 1.39 (s, 9H).  
13C NMR: (50 MHz, CDCl3/MeOD 1/1):  156.20, 79.27, 70.13, 40.19, 39.39, 28.27.  
Sintesi di metil 2-(2-(tert-butossicarbonilamino)-3-fenilpropanamido)-3-fenilpropanoato 
 
 
 
 
 
Ad una soluzione di Boc-Phe-OH (250 mg, 0.942 mmol), NH2-Phe-OMe (203.4 mg, 0.942 mmol) e 
DMAP (114.20 mg, 0.942 mmol) in acetonitrile (30 mL) vengono aggiunti rispettivamente HOBT 
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(431.5 mg, 2.826 mmol,), EDC·HCl (361.3 mg 1.884 mmol,) e DMAP (228.20 mg, 1.884 mol). Si 
agita la miscela di reazione a temperatura ambiente per 16h, poi si rimuove il solvente a pressione 
ridotta. Si sospende il residuo in H2O e lo si estrae con EtOAc (3x25 mL). La fase organica viene 
lavata con acido citrico 10% (3x25 mL), tampone NaHCO3 a pH = 7.0 (3x25 mL) e brine (3x25 
mL), poi anidrificata con Na2SO4 anidro. Si rimuove il solvente a pressione ridotta in modo da 
ottenere un’olio giallastro (341 mg, 84%). La caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H-
NMR. 
1H-NMR: (500 MHz, d6-DMSO): : 1.34 (s, 9H), 2.92-3.44 (m, 4H), 3.98 (s, 3H), 4.55 (t, 1H), 
4.92 (t, 1H), 7.22-7.42 (m, 10H). 
Sintesi di metill 2-(2-amino-3-fenilpropanamido)-3-fenilpropanoato sale di TFA (linker) 
 
 
 
 
 
Si scioglie metil 2-(2-(tert-butossicarbonilamino)-3-fenilpropanamido)-3-fenilpropanoato (260 mg, 
0.611 mmol) in TFA (20 mL) e si agita la soluzione a temperatura ambiente per 1 ora. Si rimuove il 
TFA a pressione ridotta, ottenendo un’olio giallo (267.16 mg, 99.5%). La caratterizzazione è stata 
effettuata mediante: 1H-NMR. 
1H-NMR: (500 MHz, d6-DMSO): : 2.92-3.44 (m, 4H), 3.98 (s, 3H), 4.55 (t, 1H), 4.92 (t, 1H), 
7.22-7.42 (m, 10H). 
Sintesi di 2,5-diossopirrolidin-1-il 2-(4-isobutilfenil)propanoato (Ibu-OSu) 
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Ad una soluzione di Ibuprofene (373 mg, 1.81 mmol) in THF (10 mL) si aggiungono in sequenza 
NHS (535.3 mg, 456 mmol) ed una soluzione di EDC·HCl (780.1 mg, 3.96 mmol) e DMAP (486.0 
mg, 3.96 mmol) in 5 mL di THF. La miscela di reazione risultante viene agitata a temperatura 
ambiente per 16h, il solvente viene allontanato a pressione ridotta e il precipitato ripreso con EtOAc 
(30 mL). La fase organica viene estratta con HCl 0.1 N (3 X 50 mL), tampone carbonato (0.5 M, pH 
8.2, 3X 50 mL) e brine (3 X 50 mL). Si anidrifica la fase organica con Na2SO4 anidro e si allontana 
il solvente a pressione ridotta. Si ottiene Ibu-OSu come precipitato bianco (392.2 mg, 71.3%). La 
caratterizzazione è stata fatta mediante: 1H-NMR. 1H-NMR (CDCl3): 0.91 (s, 6H), 1.62 (d, 3H), 
1.8-1.92 (m, 1H), 2.46 (d, 2H), 2.84 (s, 4H, OSu), 4.2 (d, 1H), 7.0-7.3 (m, 4H Ar).     
Produzione di oligomeri di Ialuronato sodico (oligoHA) 
Ad una soluzione di Ialuronato sodico (MW 18,210, Mn 10,808, 10.0 g, 24.9 mmol) in 500 mL di 
tampone acetato (10 mM, pH = 5.0 NaCl = 0.1 M) mantenuta a 37.00 °C, si aggiunge la 
Ialuronidasi (testicolare bovina, 420 mg, 189.42 KUnità, Sigma tipo I-S). Si agita la miscela di 
reazione a 37 °C per 9h, per poi riscaldarla a 100 °C in 10 min mantenerla a tale temperatura per 
ulteriori 10 min. Si raffredda la sospensione risultante e la si filtra attraverso filtro in microfibra di 
vetro (0.7µm)e poi attraverso filtro in policarbonato (1.2µm). Si purifica la soluzione gialla 
risultante mediante filtrazione tangenziale attraverso membrane in polieteresolfone (cut-off 
molecolare = 1'000 g·mol-1) e, a seguito di liofilizzazione, si isolano gli oligomeri di Ialuronato 
sodico (oligoHA) come polveri bianche (7.35g, 73.5% peso/peso). La caratterizzazione è stata 
effettuata mediante: 1H e 13C NMR, 1D e 2D-DOSY, TGA, HPAEC, HPSEC-MALS-RI, GPC. 1H 
NMR ppm 1.92 (bs, 3H, NHCOCH3), 3.24–3.81 (m, scheletro dell’HA), 4.35 (m, anomerico), 4.45 
(m, anomerico), 5.05 (d, anomerico). 13C NMR ppm: 22.0, 53.8, 60.0, 68.0, 72.0, 73.1, 74.9, 75.8, 
79.5, 82.1, 100.0, 102.8, 173.7, 174.5. HPSEC-MALS-RI: MW 4'923 g·mol-1, Mn 2'668 g·mol-1.  
Produzione di oligomeri di Ialuronato come sali di TBA (oligoHA-TBA) 
Si tratta la resina Amberlite (IRA-120) con un’eccesso di una soluzione di tetrabutilammonio 
idrossido al 20% per 24h, poi la si lava con H2O. Si miscela una soluzione di oligoHA in H2O (5%) 
con la resina attivata, mantenendo sotto agitazione planetaria per 4h. La filtrazione, concentrazione 
e liofilizzazione permettono di isolare gli oligoHA-TBA. La caratterizzazione è stata effettuata 
mediante: 1H-NMR. Il contenuto di TBA negli oligoHA-TBA è stechiometrico. 
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Sintesi di oligomeri di sodio 6-Metilsulfonilossi-Ialuronato (oligoHA-6-OMs) 
Ad una soluzione di oligoHA-TBA (1.50 g, 2.42 mmol) in 30 mL di DMF mantenuta a -10 °C si 
aggiunge DIEA (4.756 mL, 28.20 mmol) e si fa gocciolare lentamente MsCl (1.125 mL, 14.36 
mmol). Si agita la miscela di reazione a -10°C per 2 ore, poi la si diluisce con H2O (300 mL, pH 
risultante = 12). Si aggiusta il pH a 11 con HCl 10% e si mantiene sotto agitazione planetaria per 
16h. La soluzione risultante viene filtrata attraverso filtro in policarbonato (1.2µm) e purificata 
mediante filtrazione tangenziale attraverso membrane in polieteresolfone (cut-off molecolare = 
1'000 g·mol-1). A seguito di concentrazione e liofilizzazione si isolano gli oligoHA-6-OMs come 
polveri bianche (820 mg, 78.6% mol/mol). La caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H e 13C 
NMR. 1H NMR ppm: 1.96 (s, 3H, NHCOCH3), 3.23 (s, DS×3/100 H, MsO), 3.14–3.86 (m, 
scheletro dell’HA), 4.4–4.55 (m, anomerico + CH2OMs); 13C NMR ppm: 23 (NHCOCH3), 37 
(MsO), 55, 61 (CH2OH), 68, 69.5 (CH2OMs), 72, 74, 75, 76, 80, 83, 101, 103, 174, 175. DS 
mediante 1H NMR = 38% mol/mol. 
Sintesi di oligomeri di sodio 6-amino-6-desossi-Ialuronato (oligoHA-6-NH2) 
Una solizione di oligoHA-6OMs (700 mg, 1.42 mmol) in 40 mL di NH4OH al 25% viene agitate 
per 16h in una fiala ermetica. L’eccesso di ammoniaca viene rimosso mediante evaporazione a 
pressione ridotta, e si diluisce la soluzione risultante a 500 mL con H2O. La soluzione viene filtrata 
attraverso filtro in microfibra di vetro (0.7µm) e poi attraverso filtro in policarbonato (1.2µm). La 
soluzione risultante viene purificata mediante filtrazione tangenziale attraverso membrane in 
polieteresolfone (cut-off molecolare = 1'000 g·mol-1), permettendo di isolare, a seguito di 
liofilizzazione, oligoHA-6-NH2 come polveri bianche (480 mg, 84.1%). La caratterizzazione è stata 
effettuata mediante: 1H e 13C NMR, 1D-DOSY, TGA, HPSEC-MALS-RI. 1H NMR ppm: 1.96 (bs, 
3H, NHCOCH3), 2.9 (m, DS/100H, CH2NH2), 3.19–3.71 (m, 7H), 3.10 (m, DS/100H, CH2NH2), 
3.70 (m, CH2OH), 3.77 (m, CHOH), 3.84 (m, CH2OH), 4.42 (m, anomerico), 4.52 (m, anomerico). 
13C NMR ppm: 22.7, 40.6, 54.5, 60.7, 68.6, 70.3, 71.6, 72.7, 73.5, 73.8, 75.6, 76.4, 78.1, 80.1, 82.3, 
82.7, 99.7, 100.8, 103.4, 174.2, 174.7, 175.1. DS, calcolato mediante 13C NMR = 38% mol/mol. 
HPSEC-MALS-RI: MW 4'796 g·mol-1, Mn 2'503 g·mol-1.  
Preparazione di oligoHA-6-NH2 come sali di TBA (oligoHA-6-NH2-TBA) 
Si tratta la resina Amberlite (IRA-120) con un’eccesso di una soluzione di tetrabutilammonio 
idrossido al 20% per 24h, poi la si lava con H2O. Si miscela una soluzione di oligoHA-6-NH2 in 
H2O (5%) con la resina attivata, mantenendo sotto agitazione planetaria per 4h. La filtrazione, 
concentrazione e liofilizzazione permettono di isolare gli oligoHA-TBA. La caratterizzazione è 
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stata effettuata mediante: 1H-NMR. Il contenuto di TBA negli oligoHA-6-NH2-TBA è 
stechiometrico. 
Sintesi di oligomeri di N-((2R,3S,4R)-1-(2-(2-(2-aminoetossi)etossi)etillamino)-3,4,5,6-
tetraidrossiesan-2-il)acetamido-Ialuronato (oligoHA-TEG-NH2) 
Ad una soluzione di oligoHA (1.08 g, 0.216 mmol) in 75 mL di tampone borato (0.1 M, pH = 8.5, 
0.3 M NaCl) mantenuta a 45°C si aggiungono 2,2'-(etano-1,2-diilbis(ossi))dietanamina (254 mg, 
1.71 mmol) e Na(BH)3CN (110.7 mg, 1.70 mmol). Si agita la soluzione risultante per 72h a 45 °C, 
poi filtrazione, attraverso filtro in policarbonato (1.2µm), purificazione, attraverso membrane in 
polieteresolfone (cut-off molecolare = 1'000 g·mol-1) e liofilizzazione permettono di isolare gli 
oligoHA-TEG-NH2 come liofili bianchi (1.02 g, 94.4%). La caratterizzazione è stata effettuata 
mediante 1H e 13C NMR, 1D e 2D-DOSY, HSQC, DEPT, H-H-COSY, TGA, HPSEC-MALS-RI.  
Preparazione di oligoHA-TEG-NH2 come sali di TBA (oligoHA-TEG-NH2-TBA) 
Si tratta la resina Amberlite (IRA-120) con un’eccesso di una soluzione di tetrabutilammonio 
idrossido al 20% per 24h, poi la si lava con H2O. Si miscela una soluzione di oligoHA-TEG-NH2 in 
H2O (5%) con la resina attivata, mantenendo sotto agitazione planetaria per 4h. La filtrazione, 
concentrazione e liofilizzazione permettono di isolare gli oligoHA-TEG-NH2-TBA. La 
caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H-NMR. Il contenuto di TBA negli oligoHA-TEG-
NH2TBA è stechiometrico. 
Produzione di nanotubi a parete singola ossidati 
Una sospensione di SWNTs (1.0 g) in 1L di HNO32.6 M viene agitate vigorosamente a 125 °C per 
48h. La filtrazione a pressione ridotta, attraverso filtro in policarbonato (0.2 µm), permette di 
isolare un solido nero che viene lavato con 20 mL di NaOH 1 mM, 100 mL di H2O e infine con 10 
mL of MeOH per facilitare l’essiccazione sotto vuoto. 100 mg di questo materiale vengono sospesi 
in 100 mL di H2SO4/H2O2 (4:1) e posti in bagno ad ultrasuoni per 1h a 35 °C. Si diluisce la miscela 
ad un volume finale di 2L con H2O e la si filtra attraverso filtro in policarbonato (0.2 µm). Il 
precipitato nero risultante viene lavato con 600 mL di H2O, 100 mL di Na2CO3 0.1 M e 200 mL di 
H2O, poi essiccato a pressione ridotta. Si ottengono in questo modo ox-SWNTs con rese nell’ordine 
del 65-80% peso/peso. La caratterizzazione è stata effettuata mediante: TGA, TEM, AFM, e IR. 
Segnali IR: 1389.2 (OC-O-H bending), 1726.6 (R-C=O stretching simmetrico), 3469.4 (stretching 
OC-O-H). Quantità di gruppi carbossilici (sulla base delle analisi TGA) = 3-5 µmol·mg-1, a seconda 
del lotto di ox-SWNTs. 
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Produzione di nanotubi a parete doppia e multipla ossidati 
Pristine CNTs (100 mg) sono stati mantenuti sotto agitazione a riflusso in 100 mL di una 
soluzione di H2O2 15%. La miscela di reazione è stata precipitata in 1.5 L di H2O ed i sh-CNTs sono 
stati isolati come precipitato nero mediante filtrazione su filtro in policarbonato (0.2 µm). Gl ish-
CNT sono stati lavati con 0.5 L di H2O e qualche mL di MeOH per facilitarne l’essiccazione. Gli 
sh-CNTs sono stati dispersi in HCl 2N (50 mL) attraverso 1’ di sonicazione per poi essere 
mantenuti sotto agitazione a temperature ambiente per 10’. La sospensione risultante è stata diluita 
con H2O filtrata su filtro in policarbonato (0.2 µm). In questo modo sono stati ottenuti 66 mg di sh-
CNTs. Tale quantità di sh-CNTs è stata posizionata in muffola a 450 °C per 45 minuti, sotto flusso 
di aria, permettendo di ottenere ox-CNTs (42.2 mg, resa ponderale = 42.2%). 
Adsorbimento di EuIII(Phen)(DBM)3 su ox-SWNTs. 
ox-SWNTs (5 mg) sono stati dispersi in una soluzione di Eu(Phen)(DBM)3 (25 mg) in MeOH (5 
mL), attraverso 1 ora di sonicazione. La sospensione risultante è stata mantenuta sotto agitazione a 
temperatura ambiente per 16 ore. La miscela di reazione è stata filtrata su filtro di carta e lavata 
estensivamente con MeOH, CHCl3 e CH2Cl2 (circa 150 mL per ciascun solvente), fino a scomparsa 
di emissione da parte del filtrato. Il precipitato è stato essiccato a pressione ridotta per 18 ore. 
Sintesi di N-idrossi-succinimidilesteri degli ox-SWNTs (ox-SWNTs-OSu) 
Una sospensione di ox-SWNTs (50.0 mg, 170.0 µmol di COOH) in DMF (15 mL) viene 
posizionata in bagno ad ultrasuoni a temperatura ambiente. Dopo 10 min dall’inizio della 
sonicazione si aggiunge DMAP (21.0 mg, 173.3 µmol) e dopo ulteriori 10 min NHS (61.2 mg, 
521.1 µmol). Al 30 minuto di sonicazione si aggiunge una soluzione di EDC·HCl (83.7 mg, 425.0 
µmol) e DMAP (51.5 mg, 425.0 µmol) in DMF (5 mL). Dopo 2h di sonicazione complessiva, si 
mantiene la miscela di reazione sotto agitazione per 2h. Gli ox-SWNTs-OSu vengono precipitati 
dalla miscela di reazione in 100 mL di Et2O ed isolati mediante filtrazione a pressione ridotta 
attraverso filtro in poli-tetrafluoroetilene (PTFE 0.2 µm). Il precipitato nero viene lavato con 100 
mL di Et2O, disperso in 10 mL di DMF e sonicato per 5 min. La precipitazione di questa 
sospensione in tampone fosfato (50 mM, pH = 7.0), la filtrazione a pressione ridotta attraverso filtro 
in policarbonato 0.2 µm ed il lavaggio con 200 mL di H2O e 10 mL of acetone permettono di 
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isolare, a seguito dell’essicazione a pressione ridotta, gli ox-SWNTs-OSu (40-45 mg, 90-95% 
peso/peso). La caratterizzazione è stata effettuata mediante: TGA. 
Procedura generale per la sintesi di derivati ammidici fra ox-SWNTs e amine organiche 
Alla miscela di reazione degli ox-SWNTs-OSu, prima del loro isolamento (136-170 µmol di gruppi 
COR, con R =OH, O-Na+ o OSu) si aggiunge una soluzione in 5 mL di DMF di H-Phe-O-tBu (340 
µmol), o H-TEG-NH-Boc (340 µmol) o H-Phe-Phe-OMe (340 µmol) o linker (340 µmol) e DMAP 
(340 µmol) e si sonica la miscela di reazione per ulteriori 15 min. Le sospensioni nere risultanti 
vengono agitate a temperature ambiente per 36h, in modo da ottenere rispettivamentere le miscele 
di reazione di ox-SWNTs-Phe-O-tBu, ox-SWNTs-TEG-NH-Boc, ox-SWNTs-Phe-Phe-OMe e 
ox-SWNTs-linker. 
Queste sospensioni vengono precipitate in Et2O (100 mL) e filtrate a pressione ridotta attraverso 
filtri PTFE 0.2 µm. I precipitati neri vengono lavati con Et2O (100 mL) ed essiccati sotto vuoto, per 
poi essere nuovamente dispersi in DMF (10 mL, attraverso 10 min di sonicazione) e precipitati in 
H2O (100 mL). La filtrazione di queste sospensioni attraverso filtri in policarbonato 0.2 µm 
permette l’isolamento dei derivati ammidici di ox-SWNTs come precipitati neri, che vengono lavati 
con soluzioni 0.1 M di HCl (200 mL) e H2O, al fine di assicurare la rimozione delle amine 
organiche in eccesso. I precipitati neri vengono essiccati con l’aiuto di MeOH (30 mL) a pressione 
ridotta. Rese: ox-SWNTs-Phe-tBu = 45,8 mg (91.6%, peso/peso), ox-SWNTs-TEG-NH-Boc = 
42.2 mg (84.4%, peso/peso), ox-SWNTs-Phe-Phe-OMe = 43.6 mg (87.2%, peso/peso) e ox-
SWNTs-linker = 34.5 mg (69.0%, peso/peso. La caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H e 
1D-DOSY NMR, TGA, AFM, TEM, IR.  
Sintesi di ox-SWNTs-Phe-OH 
Si sospendono ox-SWNTs-Phe-tBu (14.0 mg) in una soluzione di TFA (5 mL) in DMF (15 mL) e 
si mantiene la miscela di reazione in bagno ad ultrasuoni per 5 min. La sospensione nera risultante 
viene mantenuta sotto agitazione a temperatura ambiente per 16h. La miscela di reazione viene 
precipitata in 60 mL di NaOH 0.1 N e filtrata attraverso filtro in policarbonato 0.2 µm. ox-SWNTs-
Phe-OH vengono isolati come precipitato nero, lavati con H2= (100 mL) e MeOH (30 mL) per 
favorire l’essiccamento a pressione ridotta (11.5 mg). La caratterizzazione è stata effettuata 
mediante: 1H-NMR, 1D-DOSY. 1H-NMR ppm (d6-DMSO): 7.0-7.4 (bm, Ar).   
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Sintesi di ox-SWNTs-PEG 
Si sospendono ox-SWNTs-OSu (40 mg, 136 µmol di gruppi COR, con R =OH, O-Na+ o OSu) in 10 
mL di DMF mediante sonicazione per 20 min. Si aggiunge una soluzione di α-amino-γ-metossi-
polietilenglicole (Mw ≈ 2'000 g·mol-1, 300 mg, 150 µmol) e DMAP (150 µmol) in 5 mL di DMF e 
si sonica la sospensione risultante per 30 min. Dopo 72h si precipita la miscela di reazione in 80 mL 
di H2O e si isola la soluzione scura mediante filtrazione attraverso filtro in policarbonato (0.2 µm). 
Tale soluzione viene dializzata per 72 ore contro H2O in tubi di cellulosa, aventi membrane con cut-
off pari a 12'000 g·mol-1. L’essicazione a pressione ridotta di una porzione delle soluzione dializzata 
da origine ai coniugati ox-SWNTs-PEG dopo dialisi riportati nel capitolo 2.3. La restante porzione 
di soluzione viene distribuita in provette da diafiltrazione discontinua aventi membrane con cut-off 
pari a 10'000 g·mol-1. L’esicazione a pressione ridotta della soluzione diafiltrata da origine ai 
coniugati ox-SWNTs-PEG dopo diafiltrazione riportati nel capitolo 2.3. La caratterizzazione è 
stata effettuata mediante 1H, 13C, 1D e 2D-DOSY NMR, TGA e IR.  
Sintesi di ox-SWNTs-HA estere sale sodico 
Si sospendono ox-SWNTs-OSu (40 mg, 136 µmol di gruppi COR, con R =OH, O-Na+ o OSu) in 10 
mL di DMF mediante sonicazione per 20 min. Si aggiunge una soluzione di oligoHA-TBA(205 mg, 
280 µmol) in 5 mL di DMF e si sonica la sospensione nera risultante per 5 min. La miscela di 
reazione viene agitata vigorosamente a temperatura ambiente per 48h, dopodichè la si precipita in 
100 mL di tampone fosfato (50 mM, pH = 7.0). La centrifugazione della sospensione permette di 
rimuovere il materiale insolubile o non reagito e di ottenere una soluzione scura. Si diluisce il 
precipitato con H2O (10 mL), lo si sonica per 5 min e lo si filtra attraverso filtro in policarbonato 
(0.2 µm). Si combinano i filtrati con il supernatante dopo centrifugazione e si concentra a 20 mL in 
provette da diafiltrazione discontinua (cut-off pari a 30'000 g·mol-1). La purificazione viene 
condotta negli stessi dispositivi, attraverso l’impiego di H2O, per il lavaggio del retentato, brine, per 
assicurare lo scambio del TBA presente, e nuovamente H2O, fino a raggiungere conduttività del 
filtrato pari a 14 µS. La liofilizzazione del retentato purificato permette di ottenere 50-70 mg di ox-
SWNTs-HA estere sale sodico come polvere nera. La caratterizzazione è stata effettuata mediante: 
1H NMR, 1D e 2D-DOSY, TGA, e UV-Vis. 1H NMR ppm: 2.03 (bs, 3H) 3.35-3.91 (bm, scheletro 
HA), 4.46 (m, anomerico), 4.56 (m, anomerico). Composizione, determinata attraverso 1H-NMR e 
TGA: 69.7% ox-SWNTs, 18.3% H2=, 12.0% oligoHA.  
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Sintesi di ox-SWNTs-TEG-HA amide sale sodico 
Si sospendono ox-SWNTs-OSu (20 mg, 68 µmol di gruppi COR, con R =OH, O-Na+ o OSu) in 10 
mL di DMF mediante sonicazione per 20 min. Si aggiunge una soluzione di oligoHA-TEG-NH2-
TBA (470 mg, ≈ 94 µmol) e DMAP (17 mg, 140 µmol) in 10 mL of DMF e si sonica la 
sospensione nera risultante per 5 min. La miscela di reazione viene agitata vigorosamente a 
temperatura ambiente per 48h, dopodichè la si precipita in 100 mL di H2O e si aggiusta il pH a 11 
con NaOH 1N. La sospensione nera risultante viene agitata a temperatura ambiente per 16h. La 
centrifugazione della sospensione permette di rimuovere il materiale insolubile o non reagito e di 
ottenere una soluzione scura. Si diluisce il precipitato con H2O (10 mL), lo si sonica per 5 min e lo 
si filtra attraverso filtro in policarbonato (0.2 µm). Si combinano i filtrati con il supernatante dopo 
centrifugazione e si concentra a 20 mL in provette da diafiltrazione discontinua (cut-off pari a 
30'000 g·mol-1). La purificazione viene condotta negli stessi dispositivi, attraverso l’impiego di 
H2O, per il lavaggio del retentato, brine, per assicurare lo scambio del TBA presente, e nuovamente 
H2O, fino a raggiungere conduttività del filtrato pari a 14 µS. La liofilizzazione del retentato 
purificato permette di ottenere 10-15 mg di ox-SWNTs-TEG-HA amide sale sodico come polvere 
nera. La caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H NMR, 1D e 2D-DOSY, HSQC, TGA, 1H 
NMR ppm: 1.95 (bs, 3H, NHCOCH3), 2.94 (m, DS/100H, CH2NH2), 3.19–3.69 (bm), 3.21 (m, 
DS/100H, CH2NH2), 3.69 (m, CH2OH), 3.77 (m, CHOH), 3.84 (m, CH2OH), 4.38 (m, anomerico), 
4.49 (m, anomerico).  
Sintesi di ox-SWNTs-HA amide sale sodico 
Si sospendono ox-SWNTs-OSu (40 mg, 136 µmol di gruppi COR, con R =OH, O-Na+ o OSu) in 10 
mL di DMF mediante sonicazione per 20 min. Si aggiunge una soluzione di oligoHA-6-NH2-TBA 
(430 mg, 280 µmol) e DMAP (34 mg, 280 µmol) in 10 mL of DMF e si sonica la sospensione nera 
risultante per 5 min. La miscela di reazione viene agitata vigorosamente a temperatura ambiente per 
48h, dopodichè la si precipita in 100 mL di H2O e si aggiusta il pH a 11 con NaOH 1N. La 
sospensione nera risultante viene agitata a temperatura ambiente per 16h. La centrifugazione della 
sospensione permette di rimuovere il materiale insolubile o non reagito e di ottenere una soluzione 
scura. Si diluisce il precipitato con H2O (10 mL), lo si sonica per 5 min e lo si filtra attraverso filtro 
in policarbonato (0.2 µm). Si combinano i filtrati con il supernatante dopo centrifugazione e si 
concentra a 20 mL in provette da diafiltrazione discontinua (cut-off pari a 30'000 g·mol-1). La 
purificazione viene condotta negli stessi dispositivi, attraverso l’impiego di H2O, per il lavaggio del 
retentato, brine, per assicurare lo scambio del TBA presente, e nuovamente H2O, fino a raggiungere 
conduttività del filtrato pari a 14 µS. La liofilizzazione del retentato purificato permette di ottenere 
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50-70 mg di ox-SWNTs-HA amide sale sodico come polvere nera. La caratterizzazione è stata 
effettuata mediante: 1H NMR, 1D e 2D-DOSY, HSQC, TGA, UV-VIS, TEM, e AFM. 1H NMR 
ppm: 1.95 (bs, 3H, NHCOCH3), 2.94 (m, DS/100H, CH2NH2), 3.19–3.69 (bm), 3.21 (m, DS/100H, 
CH2NH2), 3.69 (m, CH2OH), 3.77 (m, CHOH), 3.84 (m, CH2OH), 4.38 (m, anomerico), 4.49 (m, 
anomerico). 13C NMR ppm: 22.4, 40.8, 54.3, 58.1, 60.5, 68.4, 70.0, 72.5, 73.3, 73.5, 75.3, 76.2, 
78.5, 79.9, 82.6, 99.9, 100.5, 103.2, 174.1, 174.4, 174.9. Composizione, determinata attraverso 1H-
NMR e TGA: 45.3% sodium 6-amino-HA oligomers, 30.0% ox-SWNTs, 15.15% H2O, 9.5% 
tetrabutilammonio. 
Sintesi di ox-SWNTs-6N-Ibu-6-amino-HA amide sale sodico a basso grado di sostituzione 
Ad una soluzione di ox-SWNTs-HA amide sale sodico (12.5 mg, 4.0 µmol di NH2) in 5 mL di 
tampone fosfato (15 mM, pH = 7.4) si aggiuge una soluzione di Ibu-OSu (5.8 mg 19.1 µmol) in 
DMF (300 µL). La miscela di reazione viene agitata a temperatura ambiente per 16h. La 
sospensione risultante viene diluita a 100 mL con H2O e si porta al pH a 12 con NaOH 1N. La 
soluzione risultante viene agitata a temperatura ambiente per 6h, per poi essere concentrata 
mediante diafiltrazione (cut-off 30’000 g·mol-1) e purificata negli stessi dispositivi mediante 
aggiunta di NaHCO3 0.5 M, per assicurare la rimozione di Ibuprofene non reagito, ed H2O, per 
ottenere desalting, sino al raggiungimento di valori di conduttività del filtrato pari a 14 µS. ox-
SWNTs-6N-Ibu-6-amino-HA amide sale sodico viene isolato dal retentato a seguito di 
precipitazione in acetone (30 mL) e filtrazione attraverso filtro PTFE 0.2 µm (8.1 mg). La 
caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H NMR e 1D-DOSY 1H NMR ppm: 0.81 (s, 2 X CH3 
IBu), 1.62 (d, CH3 Ibu), 2.03 (bs, 3H NHCOCH3), 2.46 (d, CH2 Ibu), 2.80-4.0 (bm, scheletro HA + 
Ibu), 4.47 (m, anomerico), 4.57 (m, anomerico), 7.1-7.3 (bm, Ar Ibu).  DS, attraverso 1H NMR = 
8% mol/mol.  
Preparazione di ox-SWNTs-HA amide sale di TBA 
Ad una sospensione di 5.0 g di amberlite (IR-120 attivata con tetrabutilammonio) in 15 mL di H2O, 
si aggiunge ox-SWNTs-HA amide sale sodico (25.6 mg), e si agita a temperatura ambiente per 4h. 
Si filtra la sospensione e si liofilizza il filtrato, ottenendo così ox-SWNTs-HA amide sale di TBA 
(45.0 mg) con contenuto stechiometrico di TBA, come evidenziato dalla caratterizzazione 1H-NMR. 
Sintesi di ox-SWNTs-6N-Ibu-6-amino-HA amide sale sodico a elevato grado di sostituzione 
Ad una soluzione di ox-SWNTs-HA amide sale di TBA (15.5 mg, 5.0 µmol di NH2) in 10 mL di 
DMF si aggiuge una soluzione di Ibu-OSu (10 mg 32.9 µmol) in DMF (10 mL). La miscela di 
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reazione viene agitata a temperatura ambiente per 16h. La sospensione risultante viene diluita a 100 
mL con H2O e si porta al pH a 12 con NaOH 1N. La soluzione risultante viene agitata a temperatura 
ambiente per 6h, per poi essere concentrata mediante diafiltrazione (cut-off 30’000 g·mol-1) e 
purificata negli stessi dispositivi mediante aggiunta di NaHCO3 0.5 M, per assicurare la rimozione 
di Ibuprofene non reagito, ed H2O, per ottenere desalting, sino al raggiungimento di valori di 
conduttività del filtrato pari a 14 µS. ox-SWNTs-6N-Ibu-6-amino-HA amide sale sodico viene 
isolato dal retentato a seguito di precipitazione in acetone (30 mL) e filtrazione attraverso filtro 
PTFE 0.2 µm (29.8 mg). La caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H NMR e 1D-DOSY 1H 
NMR ppm: 0.81 (s, 2 X CH3 IBu), 1.62 (d, CH3 Ibu), 2.03 (bs, 3H NHCOCH3), 2.46 (d, CH2 Ibu), 
2.80-4.0 (bm, scheletro HA + Ibu), 4.47 (m, anomerico), 4.57 (m, anomerico), 7.1-7.3 (bm, Ar Ibu).  
DS, attraverso 1H NMR = 38% mol/mol. 
Sintesi di ox-SWNTs-6N-metotressil-6-amino-HA amide sale sodico 
Ad una soluzione di metotressato (161.5 mg, 355.4 µmol) in 10 mL di DMF si aggiunge DCC (73.5 
mg, 352.7 µmol), mantenendo la soluzione risultante sotto agitazione a 4 °C per 16h. La 
sospensione gialla risultante, contenente anidride di MTX (MTX2O), viene filtrata attraverso filtro 
PTFE (0.2 µm) ed utilizzata senza ulteriori purificazioni per il passaggio successivo. ox-SWNTs-
HA amide sale di TBA (43.0 mg, ≈ 13.9 µmol di gruppi aminici) viene disciolto nella soluzione di 
MTX2O, cui si aggiunge una soluzione di DMAP (2.70 mg, 22.2 µmol) in 3 mL di DMF. La 
soluzione giallo-scura risultante viene sonicata per 5 min e poi mantenuta sotto agitazione a 
temperatura ambiente per 16h. La miscela di reazione vien diluita con 50 mL di NaHCO3 0.5 M 
(pH = 12.5) e mantenuta sotto agitazione a temperatura ambiente per 4h. La soluzione risultante 
viene concentrata attraverso diafiltrazione discontinua in provette da centrifuga (cut-off 30’000 
g·mol-1) e purificata negli stessi dispositivi mediante aggiunta di NaHCO3 0.5 M, per assicurare la 
rimozione di MTX non reagito, ed H2O, per ottenere desalting, sino al raggiungimento di valori di 
conduttività del filtrato pari a 14 µS. ox-SWNTs-6N-metotressil-6-amino-HA amide sale sodico 
viene isolato dal retentato a seguito di precipitazione in acetone (30 mL) e filtrazione attraverso 
filtro PTFE 0.2 µm (91.4 mg). La caratterizzazione è stata effettuata mediante: 1H NMR, 1D e 2D-
DOSY, TGA, UV-VIS, e TEM. 1H NMR ppm: 2.03 (bs, 3H NHCOCH3), 2.0-2.4 (bm, 1.25H, CH2 
MTX), 2.80-4.0 (bm, scheletro HA + MTX), 4.47 (m, anomerico), 4.57 (m, anomerico), 6.4-7.0 
(bm, 0.64H Ar), 7.4-7.85 (bm, 0.59H, Ar), 8.22-8.65 (bm, 0.33H, Ar). UV-VIS (nm): 370.7, 306.5, 
258.7. DS, attraverso 1H NMR = 53.0 nmol MTX/mg (2.41% w/w), attraverso UV-VIS = 50.7 nmol 
MTX/mg. Composizione, determinata attraverso 1H-NMR, UV-Vis e TGA: 64.07% ox-SWNTs, 
29.33% H2O, 4.9% oligoHA-6-NH2, 1.70% MTX. 
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1H-NMR = risonanza magnetica nucleare al protone 
13C-NMR = risonanza magnetica nucleare al carbonio 
ADF = Annular Dark Field Detector 
ADH = diidrazide adipica 
AFM = Atomic Force Microscopy 
AmB = amfotericina B 
AMP = adenosina monofosfato 
AR = artrite reumatoide 
BNCT = Boron Neutron Capture therapy 
Boc = tert-butilossicarbonil 
C6H6 = benzene 
Cbz = carbonil-benzilossi 
CCl2 = diclorocarbene 
CD44 = Cluster of Designation 44 
CH2Cl2 = diclorometano 
CHCl3 = cloroformio 
CHO = Cinese Hamster Ovary 
CNTs = nanotubi di carbonio 
CO = monossido di carbonio 
COSY = Correlation Spectroscopy 
CVD = Chemical Vapour Deposition 
DCC = dicicloesil carbodiimmide 
DEPT = Distortionless Enhancement by Polarization Transfer 
DIEA = diisopropil-etilammina 
DMF = dimetilformammide 
DMSO = dimetilsolfossido 
DOS = Density of States 
DOSY = Diffusion Ordered NMR Spectroscopy 
DS = Degree od Substitution 
DWNTs = nanotubi di carbonio a parete doppia 
ECM = Extra-Cellular Matrix 
EPR =Enhanced Permeability and Retention 
EtOH = etanolo 
Eu(DBM)3(Phen) = tris-(dibenzoylmethanido)(o-phenanthroline)europium(III) 
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Fas = fatty Acid Synthase 
Fe(CO)5 = pentacarbonile di Ferro  
FITC = fluoresceina isotiociananto 
FT = trasformata di Fourier 
GAG = glicosaminoglicano 
GPC = Gel Permeation Chromatography 
H2O2 = perossido di idrogeno 
H2SO4 = acido solforico 
HA = acido ialuronico 
HAasi = Ialuronidasi 
HBP = Hyaluronan Binding Proteins 
HCl = acido cloridrico 
HeLa = cellule tumorali da carcinoma uterino di Henrietta Lack 
HiPCO = High Pressure Carbon monoxide disproportion 
HNO3 = acido nitrico 
HPIEC = High Performance Ionic exchange Chromatography 
HPSEC = High Performance Size Exclusion Chromatography 
HPSEC-MALS-RI = HPSEC interfacciato con MALS e RI  
HSP72 = Heat Shock Protein 72 
HSQC = Heteronuclear Single Quantum Coherence 
Ibu-OSu = N-idrossisuccinimidil- ibuprofene 
ICAM-1 = Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 
IR = infrarosso 
LS = Light Scattering 
MALS = Multi Angle Light Scattering 
ME = matrice extracellulare 
MeOH = metanolo 
MMP = metallo proteasi della matrice 
Mn = peso molecolare medio aritmetico 
MRI = Magnetic resonance Imaging 
MsCl = mesil-cloruro 
MTX = metotressato 
MTX2O = anidride di MTX 
MTX-OSu = N-idrossisuccinimidil-MTX 
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MWNTs = nanotubi di carbonio a parete multipla 
Na(BH3)CN = cianoboridruro sodico 
NAG = N-acetil-glucosammina 
NIR = Near Infrared 
NMR = risonanza magnetica nucleare 
ODCB = o-diclorobenzene 
ox-CNTs = nanotubi di carbonio ossidati 
ox-SWNTs = nanotubi di carobnio a parete singola ossidati 
PE = polietilene 
PEG = polietileneglicole 
PET = polietilene-tereftalato 
PFG = Pulsed Field-Gradient 
PI = indice di polidispersità 
RAR = Retinoic Acid Receptor 
RBM = Radial Breathening Modes 
RHAMM = Receptor for Hyaluronan Mediated Mobility 
RI = indice di rifrazione 
ROS = Reactive Oxygen Species 
SEC = Size Exclusion Chromatography 
sh-CNTs = nanotubi di carbonio accorciati 
SOCl2 = cloruro di tionile 
STEM = Scanning TEM 
STM = Scanning Tunneling Microscopy 
SWNTs = nanotubi di carbonio a parete singola 
TBA = tetrabutilammonio 
TBA-OH = tetrabutilammonio idrossido 
tBu = tert-butile 
TEG = trietilenglicole 
TEM = Transmission Electron Microscopy 
TGA = Termo-Gravimetric Analysis 
TM-AFM = Tapping-Mode AFM  
Tmax = temperstura di massima decomposizione 
UV = ultravioletto 
UV-Vis = ultravioletto-visibile 
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XPS = X-ray Photoelectron Spectroscopy 
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